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I Einleitung 1
1 Einleitung
1.1 Das Endometrium als östrogenes Zielorgan
Die Proliferation und die Differenzierung des Endometriums werden beim Säuger durch
die ovariellen Steroidhormone 17ß Östradiol und Progesteron gesteuert. Ein in seinem
Differenzierungsgrad normal entwickeltes und proliferiertes Endometrium ist die
Voraussetzung für das erfolgreiche Einnisten der befruchteten Eizelle und das
Zustandekommen einer Schwangerschaft.
17ß Östradiol stimuliert beim Nager (Ljungkvist, 1971) und beim Primaten (Slayden et
al., 1993) die Proliferation des Endometriums und ist essentiell für die Vorbereitung einer
intakten Zelldifferenzierung und sekretorischen Aktivität des Endometriums (Ljungkvist,
1971; Marcus, 1974; Stein und Kramer, 1989). Auch bei den am häufigsten gebrauchten
Labortieren, der Maus und Ratte, wird durch 17ß Östradiol eine proliferative Antwort des
Endometriums hervorgerufen, die mit einer massiven DNA Synthese und Mitoseaktivität
einhergeht (Clark et al., 1971; Quarmby und Korach, 1984).
Die Wirkung von 17ß Östradiol wird durch den Östrogenrezeptor und verschiedene
Wachstumsfaktoren vermittelt. Der Östrogenrezeptor (ER) gehört zur Superfamilie der
Steroidrezeptoren, die ihre Wirkung als Liganden aktivierte Transkriptionsfaktoren
entfalten (Evans, 1988). Ligandengebundene ER verändern ihre Konformation, bilden
Homodimere und werden phosphoryliert. Derart aktivierte ER binden durch ihre
Zinkfingerdomänen, den „DNA binding domains“ an spezifische DNA
Nukleotidsequenzen in palindromischer Anordnung, den „estrogen responsive elements“
(EREs, Kumar und Chambon, 1988), die in der Promoterregion der Zielgene liegen und
deren Transkription induzieren.
Seit der Entdeckung eines weiteren Östrogenrezeptors, dem Östrogenrezeptor ß (ERß)
durch Kuiper et al. (1996), wird das bisherige Verständnis der Signaltransduktion, d.h.
die durch den Liganden ausgelöste Signalkaskade des Östrogenrezeptors teilweise in
Frage gestellt. In zukünftige Untersuchungen der Wirkungsweise von Östrogenen,
Antiöstrogenen und Selektiven Östrogen- Rezeptor Modulatoren (SERMs= selective
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estrogen receptor modulators) muß sowohl der klassische Östrogenrezeptor, der ERα, als
auch der ERß und eventuell noch weitere Subtypen mit in Betracht gezogen werden.
1.2 Der Zellzyklus
Welche genauen Mechanismen dazu führen, daß die Epithelzellen des Endometriums
durch einen Östrogenstimulus ihren Ruhezustand verlassen und in den Zellzyklus
eintreten, um zu proliferieren, ist noch nicht bis ins letzte Detail aufgeklärt. Durch den
über Liganden aktivierten Östrogenrezeptor werden eine Reihe biochemischer und
zellulärer Prozesse angestoßen, die während der Synthesephase (S- Phase) zu einer
massiven DNA Synthese mit Verdoppelung der Erbinformation der Zelle und somit zur
Zellteilung in der Mitosephase (M- Phase) führen.
Der Zellzyklus stellt einen streng kontrollierten, höchst koordinierten Ablauf
biochemischer Prozesse dar. Zwischen zwei Mitosen liegen die G1- Phase (gap 1= Pause
1), die S- Phase, in der die DNA dupliziert wird und die G2- Phase (gap 2= Pause 2), die
vor der darauffolgenden Mitose wichtig ist. Zwischen der Mitose und der G1- Phase
können Zellen in die nichtproliferative Ruhephase (G0- Phase) eintreten (siehe Abb. 1).
Abb. 1: Zellzyklus
G0- Phase
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In der frühen Phase des Zellzyklus (G0→ G1, siehe Abb. 2) spielen die beiden
„immediate early genes“ jun und fos aus der Familie der Protoonkogene als
Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle. Die Proteine Fos und Jun, Genprodukte der
Gene c-fos und jun-B, c-jun oder jun-D, bilden miteinander Heterodimere (Fos-Jun) und
Jun Homodimere (Jun-Jun) oder Heterodimere mit andere Jun Proteinen (Jun-JunD/ Jun-
JunB). Diese Dimere bilden zusammen den AP-1 (activator protein-1) Komplex (Angel
und Karin, 1991). Das Fos-Jun Heterodimer bindet im Zellkern an eine spezifische
Region der DNA, der sogenannte AP-1 Stelle und aktiviert die Transkription der „late“
oder „delayed genes“, Zielgene, die für die Proliferation der Zelle notwendig sind (Angel
und Karin, 1991).
Abb. 2: Zellzyklusregulierung
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Von besonderer Bedeutung in der frühen Phase des Zellzyklus ist der sogenannte „Start“
oder „Restriction Point“ in der G1- Phase (siehe Abb. 2). An diesem Punkt entscheidet
sich, ob die Zelle in der G1- Phase verharrt oder mit der Proliferation beginnt. Er wird
durch eine Reihe positiv oder negativ wirkender Faktoren, die zum „Stop“ oder „Go“ im
Zellzyklus führen, beeinflußt. Hierbei spielen die G1 Cycline cyclin D1, D2, D3 und E
und die cylinabhängigen Kinasen CDK 2,4 und 6 (CDK = cyclin dependent kinases), die
zusammen einen Komplex bilden können, eine wesentliche Rolle (Review Hunter und
Pines, 1994).
Cyclin/ CDK- Komplexe können Proteine phosphorylieren, die für die DNA Synthese
wichtig sind. So wird z.B. das Retinoblastoma Protein (Rb) in der frühen bis mittleren
G1- Phase phosphoryliert und durch die Phosphorylierung inaktivert, so daß die Zelle
diesen Punkt passieren und in die S- Phase gelangen kann. Der cyclin D1/ CDK4-
Komplex wird für die Phosporylierung des Retinoblastoma Proteins verantwortlich
gemacht (Kato et al., 1993), welche dazu führt dazu, daß Rb nicht mit dem
Transkriptionsfaktor E2F interagiert. E2F ist somit frei für die Transkription wichtiger
Zellzyklusgene.
Der Phosphorylierungsstatus des Retinoblastoma Proteins hat in der G1- Phase eine
zentrale Rolle, die bei der normalen Zelle über das Voranschreiten in die S- Phase oder
das Verharren der Zelle in der G1- Phase entscheidet.
Auf der anderen Seite können die Cyclin Kinase Inhibitoren CKIs (CKI = cyclin kinase
inhibitors) durch Bindung an cyclin/ CDK- Komplexe, die Phosphorylierung inhibieren
und somit die Proliferation unterdrücken (Review Hunter und Pines, 1994).
Zu diesen, auch als Tumorsuppressorgene bezeichneten CKIs, gehören z.B. p16, p21
(auch bekannt als WAF, SDI1, CIP1, CAP 20 oder PIC1) und p 27.
Waga et al. konnte 1994 zeigen, daß p 21 an das „Proliferating Cell Nuclear Antigen“
(PCNA) bindet und dieses inaktivieren kann. PCNA spielt bei der DNA Replizierung und
der DNA Reparatur als Untereinheit der Polymerase δ eine wichtige Rolle und wird in
der späten G1- und der S- Phase stark exprimiert (Shivji et al. , 1992; Hall et al., 1993).
Aus diesem Grund wird PCNA in der Immunhistochemie als Proliferationsmarker
eingesetzt.
Das bekannte Tumorsuppressorgen p53 reguliert seinerseits p 21 (El- Deiry, 1993).
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p 53 wird aktiviert, wenn die DNA in der G1- Phase defekt ist und führt dazu, daß die
Zelle nicht in die S- Phase eintritt, sondern in der G1- Phase verharrt, damit die DNA
repariert werden kann.
Ein weiterer wichtiger Punkt im Zellzyklus ist der Übergang der G2 zur M- Phase, der
ebenfalls durch das Zusammenspiel von cyclin/ CDK- Komplexen und CKIs reguliert
wird (Review Hunter und Pines, 1994). Der Eintritt in die Mitose wird durch Aktivierung
des cyclin B/ cdc2 - Komplexes signalisiert. Cdc2, eine cyclinabhängige Kinase, ist im
phosphorylierten Zusand inaktiv und wird erst am Ende der G2- Phase durch die
CDC25C Phosphatase dephosporyliert und somit aktiviert (siehe Abb. 2).
Neben den hier dargestellten Prozessen, gibt es eine Vielzahl regulierender Faktoren und
viele ungeklärte Mechanismen des Zellzykluses. Der derzeitige Kenntnisstand über die
„Zellzyklusmaschinerie“ ist sicherlich unvollständig und die hier dargestellten Abläufe
stellen nur Ausschnitte dar.
1.3 Selektive Östrogen- Rezeptor Modulatoren
Selektive Östrogen- Rezeptor Modulatoren (SERMs) stellen eine Klasse neuer
therapeutischer Substanzen dar, die an den Östrogenrezeptor binden und in Abhängigkeit
des hormonalen Milieus und des Gewebes, gewebespezifisch sowohl
östrogenagonistische als auch östrogenantagonistische Wirkungen hervorrufen.
Im Gegensatz zum Steroidhormon 17ß Östradiol und dem steroidalen reinen
Antiöstrogen ZM 182.780, gehören den SERMs nichtsteroidale Verbindungen, wie die
Triphenylethylene und die Triphenylethylenderivate (z.B. Clomifen, Nafoxidin und
Tamoxifen), die Chromane (z.B. Levormeloxifen), die Benzothiophene und
Benzothiophenderivate (z.B. Raloxifen) und die Naphthalene (z.B. CP 335.156) an
(Mitlak und Cohen, 1999).
Viele SERMs befinden sich in der Arzneimittelentwicklung, es gibt aber auch schon
zugelassene Präparate im Handel. Sowohl Tamoxifencitrat (Nolvadex) als auch
Raloxifenhydrochlorid (Evista) sind für unterschiedliche Indikationen zugelassen und
werden eingesetzt.
Das pharmakologisches Profil des „optimalen SERMs“ soll östrogenagonistische
Eigenschaften in bezug auf die Wirkung auf den Knochen- und Lipidstoffwechsel und
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östrogenantagonistische Eigenschaften in bezug auf die Wirkung auf die Brustdrüse und
den Uterus aufweisen.
Bereits 1971 wurde Tamoxifen in ersten klinischen Studien in England zur hormonellen
Therapie des fortgeschrittenen Brustkrebses eingesetzt (Cole et al., 1971). 1977 erteilte
die Food and Drug Administration (FDA) in den USA die Zulassung für Tamoxifen zur
Behandlung des fortgeschrittenen Brustkrebs bei postmenopausalen Frauen. Diese
Zulassung wurde erweitert und zwar 1986 zur adjuvanten Therapie des Brustkrebs mit
positivem Lymphknotenbefall bei postmenopausalen Frauen und 1990 zur Behandlung
von prä- und postmenopausalen Frauen nach Lymphadenektomie ohne Tumorbefall. Seit
1998 ist Tamoxifen in den USA auch zur Prävention des Brustkrebs bei gesunden
Patientinnen, die ein hohes Risiko an Brustkrebs zu erkranken aufweisen, zugelassen. In
Deutschland ist Tamoxifen in der Indikation der adjuvanten Therapie nach
Primärbehandlung des Mammakarzinoms und für das metastasierende Mammakarzinom
zugelassen.
Tamoxifen hat in Geweben des Reproduktionstrakts ein unterschiedliches
Wirkungsprofil. In der Brustdrüse wirkt Tamoxifen als Antiöstrogen. Im Uterus hat
Tamoxifen ein eher östrogenagonistisches Potential. Sowohl Daten von
tierexperimentellen Untersuchungen (Martin und Middleton, 1978), als auch die
Ergebnisse einer Reihe von klinischen Studien bestätigen die proliferative Wirkung von
Tamoxifen auf das Endometrium (Jordan, 1984). Bei Patientinnen mit Brustkrebs wird
Tamoxifen zu therapeutischen Zwecken als Langzeitbehandlung verabreicht und in
diesem Zusammenhang wurden in klinischen Studien pathologische Veränderungen, wie
Endometriumspolypen, Endometriumshyperplasien und Endometriumkarzinome
beobachtet (Fornander et al. , 1989; Gal et al. , 1991; Kedar et al. , 1994; Cohen et al.
1994).
Die Ergebnisse von Fall- Kontroll- Studien zur Untersuchung des Relativen Risikos für
Frauen mit Brustkrebs bei kumulativer Gabe von Tamoxifen ein Endometriumkarzinom
zu entwickeln, sind sehr unterschiedlich, teilweise widersprüchlich und abhängig von der
Dauer der Behandlung und der verabreichten Tamoxifendosis. Auch wenn nach Aussage
einiger Autoren (z.B. Van Leewen et al., 1994), das Relative Risiko bei einer Lang-
zeitbehandlung mit Tamoxifen für die Entstehung eines Endometriumkarzinoms im
Vergleich zur Kontrollgruppe höher ist, überwiegen zum jetzigen Zeitpunkt die Vorteile
der Therapie des Mammakarzinoms mit Tamoxifen.
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Das ursprünglich zur Therapie des Tamoxifen- refraktären Brustkrebses entwickelte
Raloxifenhydrochlorid, ist seit 1997 von der FDA in den USA als Medikament zur
Behandlung der Osteoporose und seit 1998 in Deutschland zur Prävention atraumatischer
Wirbelbrüche bei postmenopausalen Frauen mit einem erhöhten Osteoporoserisiko
zugelassen. Ziel dieser Therapie ist es, die Knochendichte der postmenopausalen Frau zu
steigern und damit das Frakturrisiko zu reduzieren.
Zahlreiche tierexperimentelle Untersuchungen (Black et al., 1994) und klinische Studien
an postmenopausalen Frauen mit Raloxifen haben gezeigt, daß Raloxifen
östrogenagonistische Wirkungen auf den Knochen- und Lipidstoffwechsel hat, und
sowohl an der Brustdrüse, als auch am Uterus östrogenantagonistische Eigenschaften
aufweist. Delmas et al. (1996) konnten eine Zunahme der Knochendichte von 1-2 % nach
2 Jahren Behandlung von postmenopausalen Frauen mit Raloxifen feststellen. Im
Rahmen der multinationalen klinischen MORE (Multiple Outcomes of Raloxifene
Evaluation) Studie bei postmenopausalen Frauen mit geringer Knochendichte konnten
Ettinger et al. (1999) nach 3 Jahren Behandlung mit Raloxifen eine Reduzierung des
Risikos für Wirbelfrakturen von 30 – 50 % im Vergleich zur Plazebogruppe feststellen.
Ein weiteres Ergebnis der MORE Studie ist die Reduzierung des Risikos um 76 % an
invasivem Brustkrebs zu erkranken (Cummings et al., 1999). Im Detail reduziert
Raloxifen das Risiko an Östrogenrezeptor positivem Brustkrebs zu erkranken um 90 %,
jedoch nicht das Risiko für Östrogenrezeptor negativen Brustkrebs. Das Risiko ein
Endometriumkarzinom unter Raloxifendauertherapie zu entwickeln wird laut den
Ergebnissen dieser Studie nicht erhöht. Die Knochendichte des gesamten Körpers der
raloxifenbehandelten Frauen liegt nach 24 Monaten 1,3 - 2 % über der Plazebogruppe.
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2 Fragestellung
Ziel dieser Arbeit ist es, im Uterus und Endometrium der ovariektomierten Ratte den
Einfluß der beiden SERMs Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich zu 17ß Östradiol auf
folgende Parameter zu untersuchen: Relatives Uterusgewicht, endometriale Epithelhöhe,
endometriale Epithellänge, Protein- und mRNA- Expression der Protoonkogene fos und
jun, Proliferationsanalysen mit PCNA und ausgewählte Zellzyklusmarker (cyclin D1,
cdc2).
Die Untersuchungen der Protoonkogene fos und jun repräsentieren den Übergang von
G0- zur G1- Phase, die Untersuchungen von cyclin D1 den „Start/ Restriction Point“ am
Übergang von G1- zur S- Phase, PCNA den Beginn der Proliferation in der späten G1
und S- Phase und die Untersuchung von cdc 2 den Übergang zur Mitose. Uterusgewicht
und endometriale Epithelhöhe sind valide Parameter zur Beurteilung der Östrogenität von
Substanzen am Uterus.
Folgende Fragestellungen sollen durch die Untersuchungen dieser Arbeit beantwortet
werden:
1. Wie beinflussen die beiden SERMs Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich zu 17ß
Östradiol, nach subkutaner Einmalapplikation in einem Zeitintervall von 0 - 96
Stunden das Uterusgewicht und die Proliferation und Differenzierung des
Endometriums der ovariektomierten Ratte?
2. Wie beinflussen die beiden SERMs Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich zu  17ß
Östradiol nach 14 Tage langer, subkutaner Mehrfachapplikation in einem
Zeitintervall von 0- 48 Stunden nach der letzten Behandlung das Uterusgewicht und
die Proliferation und Differenzierung des Endometriums der ovariektomierten Ratte?
3. Gibt es zwischen Einmal- und Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen
und Raloxifen deutliche Unterschiede bezüglich des Uterusgewichts und/ oder
bezüglich der Proliferation und Differenzierung des Endometriums?
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3 Material und Methoden
3.1 Tierversuche
3.1.1 Tiere und Behandlung
Die Untersuchungen werden an 170- 190 g schweren geschlechtsreifen, weiblichen
Ratten der Zuchtlinie Han Wistar (Tierzucht der Schering AG, Berlin) durchgeführt.
Die Tiere werden in Makrolonkäfigen (drei Tiere pro Käfig) in einem klimatisierten
Raum bei konstanter Umgebungstemperatur (20° C) und standardisiertem Hell-/
Dunkelrhythmus (12 Stunden hell, 12 Stunden dunkel) gehalten. Sie erhalten
Fertigfutter der Firma Altromin und Leitungswasser ad libitum.
Die Tiere werden in Äthernarkose unter möglichst sterilen Bedingungen ovariektomiert.
Sieben bis zehn Tage nach der operativen Kastration, werden die Tiere randomisiert und
den verschiedenen Versuchsgruppen zugeordnet. Die Anzahl der Tiere pro
Versuchsgruppe beträgt fünf.
Alle Tierversuche werden im Rahmen genehmigter Tierversuchsvorhaben gemäß § 7-9
des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgeführt. Haltung, Behandlung und operative
Eingriffe entsprechen tierschutzgerechten Bedingungen.
3.1.2 Testsubstanzen
In den verschiedenen Tierexperimenten werden als Testsubstanzen 17ß Östradiol
(Estra-1,3,5 (10) trien-3,17ß-diol ), Tamoxifen ((Z)-2-[ 4-(1,2-Diphenyl-1-butenyl-1-
butenyl)]-N,N-dimehtylamin) und Raloxifen ([6-Hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)
benzo[b]thien-3-yl][4-[2-(1-piperidinyl)ethoxy]phenyl]-methanon,hydrochlorid)
eingesetzt.
Alle Testsubstanzen werden freundlicherweise von der Medizinischen Chemie der
Schering AG zur Verfügung gestellt.
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17ß Östradiol
Tamoxifen
Raloxifen
Abb. 3: Testsubstanzen
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Die Substanzen werden in Äthanol/ Arachisöl im Verhältnis 1:10 (v/v) gelöst.
17ß Östradiol (E2) wird in einer Dosierung von 5µg/kg Körpergewicht verabreicht. Die
Dosierung für Tamoxifen beträgt 1 mg/kg Körpergewicht und für Raloxifen 0,3 mg/kg
Körpergewicht.
Das Applikationsvolumen beträgt 0,8 ml/kg Körpergewicht; dies entspricht 0,2 ml für
ein 250 g schweres Tier entspricht. Für die genaue Bestimmung des
Applikationsvolumens werden die Tiere täglich gewogen.
Als Vehikelkontrolle wird pro Tier 0,2 ml des Gemisches Äthanol/ Arachisöl 1:10 (v/v)
verabreicht.
3.1.3 Versuchsansätze
Zur Untersuchung der östrogenen Wirkung der verschiedenen Testsubstanzen werden
zwei verschiedene Versuchsansätze gewählt: (a) die Einmalbehandlung und (b) die
Mehrfachbehandlung über einen Behandlungszeitraum von 14 Tagen mit den
entsprechenden Prüfsubstanzen.
Bei der Einmalbehandlung (Abb. 4a) wird den Ratten einmalig die entsprechende Dosis
der Testsubstanz subkutan (s.c.) appliziert. Die Tiere werden 2, 5, 8, 24, 36, 48, 60, 72
und 96 Stunden post injectionem (p.i.) autopsiert.
Bei der Mehrfachbehandlung (Abb. 4b) werden die Ratten vierzehn Tage lang täglich
mit der entsprechenden Dosis der Testsubstanz subkutan behandelt. Sie werden 2, 5, 8,
24 und 48 Stunden nach der letzten Applikation des vierzehntägigen
Behandlungszyklus autopsiert.
Die Tiere der Kontrollgruppe erhalten in beiden Versuchsansätzen nur das Vehikel,
welches entsprechend des Behandlungsschemas entweder einmalig oder vierzehn Tage
lang täglich mit einem Volumen von 0,2 ml/Tier subkutan appliziert wird.
Die Autopsie erfolgt entsprechend dem Protokoll der beiden Versuchsgruppen zu den
oben angegebenen Zeitpunkten. Bei den mit 17ß Östradiol behandelten Tieren und
Kontrolltieren wird kurz vor der Autopsie unter Äthernarkose Blut durch intrakardiale
Punktion für die Bestimmung von 17ß Östradiol im Serum gewonnen.
Nach der Blutentnahme werden die Tiere unter Äthernarkose getötet und autopsiert.
Analog hierzu werden die Tiere ohne Blutenenahme unter Äthernarkose getötet und die
verschiedenen Gewebe entnommen.
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(a)
(b)
Abb. 4: Darstellung der beiden Versuchsansätze. Sieben Tage nach der Ovariektomie
beginnt die einmalige (a), bzw. 14 Tage lange (b) subkutane (s.c.)
Behandlung der Tiere. Die Autopsie erfolgt entsprechend der angegebenen
Zeitpunkte (p.i.= post injectionem).
Mehrfachbehandlung
Tag1 Tag7 2 5 8 4824
Ovariektomie Behandlung s.c.(14 Tage)
Stunden p.i.
Autopsie
Tag21
Einmalbehandlung
Tag1 Tag7 2 5 8 36 48 60 7224
Ovariektomie Behandlung s.c. (1 Tag)
96
Stunden p.i.
Autopsie
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3.2 Probenentnahme
3.2.1 Serumgewinnung
Bei allen Tierexperimenten, bei denen die Ratten mit 17ß Östradiol behandelt wurden,
sowie den dazugehörigen Kontrolltieren, wird unter Äthernarkose durch Herzpunktion
mit einer Einmalinjektionskanüle Größe 1 (9x40 mm, Art. No. 04657519, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) und einer Serum- Monovette (7.5 ml, S- Monovette Z,
No.01.1601; Sarstedt AG &Co., Nürmbrecht) mit Multiadapter (No./Ref. 14.1205
Sarstedt AG &Co., Nürmbrecht) ca. 5 ml Blut entnommen und 2 Stunden bei – 4° C im
Kühlschrank gelagert. Danach werden die Röhrchen bei 4° C 20 Minuten lang bei 3000
rpm in einer Kühlzentrifuge (Minifuge RF Sepatec , Heraeus, Hanau) zentrifugiert. Das
Serum wird abpippetiert und bis zur 17ß Östradiolbestimmung in Eppendorfgefäßen bei
–20° C eingefroren.
3.2.2 Gewebeentnahme
Nach der Autopsie wird der gesamte Uterus, der aus einem rechten und linken
Uterushorn besteht, entnommen und von umgebenden Fettgewebe frei präpariert.
Anschließend wird der Uterus an der anatomischen Grenze von der Vagina abgetrennt.
Eines der beiden Uterushörner wird zur Bestimmung des Uterusfeuchtgewichts nach
dem Ausstreichen von Sekret gewogen und danach halbiert. Die eine Hälfte dieses
Uterushorns wird für die histologische Aufarbeitung über Nacht in 3,7% PBS
(Phosphate buffered Saline Dulbecco’s, Life Technologies, Ltd. Paisley Scotland
#14190-94,) gepuffertem Formaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt) fixiert. Die andere
Hälfte wird in Kunststoffförmchen der Firma Plano W. Plannet GmbH, Wetzlar mit
Tissue Tek VIPTM Processing/Embedding Medium (Sakura Finetec Inc., Torrance
USA) auf Trockeneis fixiert und bei -80° C in der Tiefkühltruhe gelagert.
Das andere der beiden Uterushörner wird in PBS gespült, in kleine Stücke geschnitten
und sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bei dieser Vorgehensweise wird
streng auf sterile Arbeitsweise unter Verwendung von sterilen Einmalhandschuhen
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geachtet, um eine Kontamination der Uterusproben mit mRNAsen der Haut zu
vermeiden. Diese Proben werden ebenfalls nach dem Ende des Experiments bei -80 °C
in der Tiefkühltruhe gelagert. Sie dienen der mRNA- Aufarbeitung für das Northern
Blotting (siehe 3.3.4).
3.3 Probenaufarbeitung
3.3.1 Bestimmung der Uterusfeuchtgewichte
Die absoluten Uterusfeuchtgewichte werden als Gewichte in mg pro Tier bestimmt. Um
das relative Uterusfeuchtgewicht zu ermitteln, d.h. das Gewicht des Uterus in mg
bezogen auf 100 g Körpergewicht, werden die Ratten am Autopsietag gewogen.
Die relativen Uterusfeuchtgewichte werden für jedes Tier berechnet.
3.3.2 Histologische Aufarbeitung des Rattenuterus
Zur qualitativen und quantitativen histologischen Beurteilung des Rattenuterus, sowie
zum Nachweis von Proliferationsparametern mittels paraffingängiger Antikörper im
Endometrium mittels Immunhistochemie wird der Rattenuterus über Nacht in 3,7% PBS
gepuffertem Formalin fixiert (siehe 3.2.2). Danach werden die Proben in 70%igen
Äthanol (Merck KGaA, Darmstadt) überführt und in 3- 4 mm lange Stücke geschnitten.
Die Einbettung erfolgt über Nacht automatisch im Gewebeeinbettautomat
„Autotechnikon“ der Firma Bavimed Laborgeräte GmbH/Vieth, Wiesloch, Modell
2050/DI. Die Proben werden in einer aufsteigenden Äthanolreihe (1x 70% Äthanol, 1x
80% Äthanol, 2x 96% Äthanol, 3x Isopropanol) entwässert, in ein Intermedium (2x
C68; Fa. Raasch, Berlin) überführt, welches den Äthanol entzieht und anschließend mit
flüssigem Paraffin (Merck KGaA, Darmstadt) durchtränkt. Diese paraffinierten Uteri
werden am Ausgießapparat der Firma Medax Nagel GmbH, Kiel/Vieth in
Ausblockschälchen aus Metall (Tissue TekTM, Torrance USA #4162) und
Plastikrähmchen in heißes, flüssiges Paraffin (Paraffin Pastillen, Erstarrungspunkt 56-
58°C, Merck KGaA, Darmstadt) eingebettet und auf einer Kühlplatte von –5°C
abgekühlt, so daß das Paraffin sofort erstarrt.
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Nach ausreichendem Aushärten des Paraffins werden die Paraffinblöcke am Schlitten-
mikrotom der Firma Reichert Jung mit Klingenhaltern der Firma Feather (Enno Vieth,
Mikrotome GmbH, Wiesmoor) und entsprechenden Klingen (Microtome blades N35,
Feather, Enno Vieth, Mikrotome GmbH, Wiesmoor) geschnitten.
Die Schnittdicke beträgt 5 µm. Die Schnitte werden im Wasserbad gestreckt und auf
Objektträger aufgezogen. Für die Hämatoxylin- Eosin- Färbung werden geschliffene
Superfrost Color Objektträger der Firma Menzel, Braunschweig und für die
immunhistochemische Färbung Superfrost Plus Objektträger (# 0413000) der Firma
Menzel, Braunschweig verwandt.
Alle Schnitte werden über Nacht bei 42°C im Wärmeschrank getrocknet.
3.3.2.1 Hämatoxylin- Eosin- Färbung
Durch die Färbung mit Farbstoffen erhält das natürliche Präparat mehr Bildkontrast. Die
Hämatoxylin-Eosin- Färbung zählt zu den Übersichtsfärbungen, bei der sich die
Zellkerne blau, das Zytoplasma, Kollagenfasern und Erythrozyten auf Grund ihrer
elektrischen Ladung rot anfärben. Die Hämatoxylin- Eosin- Färbung wird in Anlehnung
an die Methode von Burck (H.C. Burck, Histologische Technik, 1966, Thieme- Verlag)
durchgeführt.
3.3.2.2 Histomorphometrische Auswertung der histologischen
Präparate
Die Epithelhöhe des luminalen Rattenendometriumepithels wird an Hämatoxylin-
Eosin- gefärbten Präparaten gemessen. Zusätzlich wird bei Mehrfachbehandlung die
Epithellänge des luminalen Rattenendometriumepithels gemessen.
Hierzu dient ein Photomikroskop (Axiophot2, Zeiss, Jena) mit angeschlossenem
Bildanalyseprogramm (KS 400 Imaging System, Release 3.0, Carl Zeiss Vision GmbH,
Division Bildanalyse).
Die Epithelhöhe wird mit 20fachem Objektiv (Ph 2 Plan – Neofluar 20x/0,50, Zeiss,
Jena) an fünf repräsentativen Stellen pro Präparat, an denen das einschichtige
Plattenepithel senkrecht zum darunterliegenden Stroma geschnitten ist, gemessen. Pro
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Tier wird ein histologisches Präparat vermessen. Das Bildanalyseprogramm berechnet
den Mittelwert dieser fünf Messpunkte in µm.
Die Epithellänge wird durch Messen des Endometriumumfangs bestimmt und direkt als
Meßwert in mm angegeben.
Eine fotografische Dokumentation von ausgewählten Schnitten wird am
Lichtmikroskop (Axiophot2, Zeiss, Jena) mit der Software Axiovision (Zeiss, Jena)
vorgenommen und auf Fotopapier ausgedruckt.
3.3.3 Immunhistochemie
3.3.3.1 Prinzip der ABC- Methode
Alle nachstehend beschriebenen Arbeitsvorschriften für die Immunhistochemie beruhen
auf der Avidin-Biotin-Chromogen- Methode (ABC- Methode, Abb. 5).
Der ABC- Methode liegt die starke Affinität von Avidin oder Streptavidin (nachfolgend
kurz Avidin) für Biotin zugrunde (Dissoziationskonstante 10-19 M). Avidin, ein
Glykoprotein, hat vier Bindungsstellen für Biotin. Aufgrund der molekularen
Konfiguration binden jedoch weniger als vier Biotinmoleküle an das Avidin.
Bei der Avidin- Biotin- Färbung bindet zuerst ein spezifischer Primärantikörper an das
Antigen auf der Zelloberfläche (Antigen-Antikörper-Komplex). Danach wird ein
biotinylierter Sekundärantikörper appliziert, der gegen das Fc- Fragment des Primär-
antikörpers gerichtet ist und dort bindet (Biotinylierter Antikörper-Primärantiköper-
Bindung). Jetzt wird der vorgeformte Avidin (A) oder Streptavidin- Biotin (B)-
Meerrettichperoxidase Komplex (C) hinzu gegeben, der hochspezifisch an das Biotin
des Sekundärantikörpers bindet. Die meisten Sekundärantikörper sind mit mehreren
Biotinmolekülen markiert, so daß ein Makromolekül (Immunkomplex) entstehen kann.
Die Immunkomplexe werden duch enzymatische Reaktion eines Substrats (Chromogen)
der Meerrettichperoxidase sichtbar gemacht. Das Chromogen dient hierbei als
Elektronendonor und wird durch Oxidation in ein unlösliches und gefärbtes
Reaktionsprodukt umgewandelt. Als Chromogen wurde in den nachfolgend
beschriebenen Färbungen 3,3‘- Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB Substrate
Kit, Zymed Laboratories Inc., San Francisco #00-2014DAB) verwendet, welches ein
braunes Reaktionsprodukt bildet und in Äthanol und organischen Lösungsmitteln
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unlöslich ist.
Die Immunperoxidase- Methode kann zur Detektion von verschiedenen Antigenen und
anderen Markern in der Immunhistochemie eingesetzt werden (Hsu et al., 1981).
Gegenüber anderen Färbemethoden weist die ABC- Technik durch die starke Affinität
von Avidin gegenüber Biotin und dem milden Biotinylierungsverfahren eine höhere
Sensitivität auf. Sie ist auch dem PAP(Peroxidase- Antiperoxoidase)- Verfahren
hinsichtlich ihrer Empflindlichkeit überlegen (Hsu et al., 1981).
Das Resultat der Immunfärbung soll eine möglichst deutliche Färbung des Zellkerns
oder Zytoplasmas mit geringem Hintergrund aufweisen.
Bei jeder Färbung wird eine sogenannte Negativkontrolle mitgeführt. Anstelle des
ersten Antikörpers wird ein unspezifischer Antikörper, meistens der Klasse
Immunglobulin G, verwendet, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden.
Abb. 5: Prinzip der ABC- Methode
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3.3.3.2 Aufarbeitung der Gewebeproben
Die Aufarbeitung der Gewebeproben für die Immunhistochemie erfolgt in Analogie zur
Histologie (siehe 3.3.2)
3.3.3.3 Immunhistochemischer Nachweis von c-fos Antigen
Das Protoonkogen c-fos spielt bei der Zellproliferation und der Zelldifferenzierung eine
wichtige Rolle und wird durch eine Reihe von Stimuli (Mitogene, Wachstumsfaktoren,
pharmakologische Substanzen) induziert (Verma et al., 1986/1987; Muller et al., 1986).
V- fos ist das Onkogen des FBJ (Finkel, Biskis und Jinkins, 1966) und FBR (Finkel,
Biskis und Reilly) „murine osteosarcoma viruses“ (MuSV) und des „avian transforming
virus NK24“ (Nishizawa et al., 1987).
Die Induktion des Fos- Proteins (62000 dalton) ist kurzzeitig und vorübergehend und
repräsentiert 0.1% des totalen zellulären Proteins. Das Fos- Protein bildet zusammen
mit dem Jun- Protein (39000 dalton, Produkt des Protoonkogens c-jun) ein Heterodimer,
welches als positiver oder negativer Transkriptionsfaktor wirkt. Dieser fos/jun Komplex
bindet an spezifische DNA- Sequenzen, der AP-1 („activated protein-1“) Seite.
Der in dieser Arbeit eingesetzte c-fos Antikörper (Calbiochem, Cambridge USA
#HCS17) ist ein affinitätsgereinigter polyklonaler Kaninchenantikörper gegen die
Aminosäuresequenzen 4 bis 17 von humanem Fos. Er reagiert mit der zellulären und
viralen Form von Fos und mit Nagetier- und humanem Fos.
Die getrockneten Paraffinschnitte werden in einer absteigenden Äthanolreihe
entparaffiniert (30 Minuten in Xylol; 5 Minuten in 100% Äthanol; 5 Minuten in 96%
Äthanol; 5 Minuten in 80% Äthanol; 5 Minuten in 70% Äthanol) und zwei Minuten in
voll entsalztem ( VE-) Wasser gespült.
Zur besseren Zugänglichkeit des Antigens wird eine Wärmebehandlung mit Dako ®
Target Retrieval Solution (Dako Corporation, Glostrup Denmark #S1700) in der
Mikrowelle durchgeführt. Die Lösung wird zuerst in einer hitzeresistenen Küvette bei
300 Watt erhitzt, danach werden die Objektträger mit den Gewebeschnitten in die
Küvette gestellt und die Schnitte 10 Minuten bei 150 Watt erwärmt. Nach einer
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Abkühlungszeit von 20 Minuten werden die Schnitte in PBS (Phophate buffered Saline
Dulbecco’s, Life Technologies, Ltd. Paisley Scotland #14190-9) gespült und
weiterbehandelt.
Zum Abblocken von endogenen Peroxydasen werden die Schnitte 15 Minuten in 3%
H2O2/ Methanol1 inkubiert und zweimal 5 Minuten in PBS gespült.
Die Objektträger werden aus der Küvette genommen, die Gewebeschnitte mit einem
Paraffinstift umkreist und in einer feuchten Kammer weiterbehandelt.
Endogenes Avidin und Biotin werden durch jeweils 10 Minuten Inkubation mit Avidin-
und Biotinlösung (Vector Blockingkit, Vector Burlingame USA #SP-2001) blockiert.
Beide Lösungen werden mit PBS abgespült.
Unspezifischer Bindungsstellen werden durch Rattenserum (Sigma- Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen #S7648), welches 1:2 in PBS verdünnt wird, auf die Schnitte
getropft. Die Inkubationszeit beträgt 30 Minuten in der feuchten Kammer. Das Serum
wird anschließend abgeklopft.
Der c-fos Primärantikörper (Calbiochem, Cambridge USA #HCS17) und ein
unspezifischer Kaninchenantikörper (normales Kaninchen IgG, Calbiochem‚
Cambridge USA #HCS17) als Negativkontrolle werden in einer Verdünnung von 1:100
(1 µg/ml) für den c-fos Antikörper und 1:10 ( 10 µg/ml) für die Negativkontrolle in 1%
BSA (Rinderserumalbumin Fraktion V Powder, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Deisenhofen #A2153)/PBS auf die Schnitte getropft. Als Positivkontrolle wird ein
Schnitt mit humanem Kolonkarzinomgewebe (Calbiochem ‚ Cambridge USA #HCS17)
mitgeführt. Die Inkubationszeit in der feuchten Kammer beträgt eine Stunde bei
Raumtemperatur. Anschließend werden die Schnitte mit PBS abgespült und zweimal
fünf Minuten in PBS/0.2% Tween 20 (aequous solution 10% (w/v), Böhringer
Mannheim, #1332465) gespült.
Ein Tropfen des biotinylierten Sekundärantikörpers (anti Rabbit IgG aus der Ziege,
Calbiochem, Cambridge USA #HCS17) wird in 1 ml PBS verdünnt und eine Stunde bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer auf den Schnitten inkubiert.
                                                
1 Methanol Merck KGaA, Darmstadt
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Anschließend wird der Sekundärantikörper von den Schnitten mit PBS abgespült und
die Schnitte zweimal fünf Minuten in PBS/0.2% Tween 20 gespült.
Während der Inkubationszeit des Sekundärantikörpers wird das Elite ABC- Reagenz
(Vectastain Elite ABC Kit (Standard), Vector Burlingame USA #PK-6100) hergestellt.
Hierfür werden 20 µl Avidin DH in 1 ml PBS gelöst und mit 20 µl biotinylierter
Meerrettichperoxidase H versetzt und 30 Minuten bei Raumtemperatur vorinkubiert.
Die Inkubationszeit für die Bindung des ABC- Komplexes an den Sekundärantikörper
beträgt eine Stunde bei Raumtemperatur.
Danach wird das Reagenz von den Schnitten mit PBS abgespült und die Schnitte
zweimal 5 Minuten in PBS/0.2% Tween 20 gespült.
Zuletzt werden die Schnitte mit dem Chromogen angefärbt.
Hierfür wird DAB (3,3‘- Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid, DAB Substrate Kit,
Zymed Laboratories Inc., San Francisco #00-2014) entsprechend der Vorschrift
hergestellt und 3-5 Minuten auf den Schnitten inkubiert. Die Färbung wird unter dem
Lichtmikroskop (Axiophot, Zeiss, Jena) kontrolliert und bei kräftig brauner Färbung
wird das Chromogen sofort von den Schnitten mit VE- Wasser abgespült und die
Schnitte anschließend 10 Minuten unter fließendem Wasser gewässert.
Die Schnitte werden danach wie bei der Hämatoxylin- Eosin- Färbung in einer
aufsteigenden Äthanolreihe entwässert. Zum Schluß werden sie mit Histomount
(Histomount Eindeckmittel, Shandon Life Sciences International GmbH, Frankfurt
#9999122) und Deckplättchen eingedeckt.
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3.3.3.4 Immunhistochemischer Nachweis von Proliferating Cell
Nuclear Antigen
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), ein 36 KiloDalton großes Molekül, ist ein
Kofaktor der DNA-Polymerase δ während der S- Phase des Zellzyklus als auch in der
mit der DNA- Reparatur assoziierten DNA- Synthese (Shivji et al,. 1992; Hall et al.,
1993). Aus diesem Grund wird PCNA als Proliferationsmarker in der
Immunhistochemie eingesetzt, da sein Auftreten mit dem Übergang von der G1 zur S-
Phase assoziiert ist. Erwähnenswert ist hierbei, daß PCNA eine lange
Proteinhalbwertszeit hat, d.h. nach dem Austritt aus der M- Phase zeigen Zellen noch
nachweisbare Konzentrationen an PCNA für längere Perioden. Auch in ruhenden Zellen
können geringe Mengen an PCNA detektiert werden. Nur bei Zellen mit längeren
Ruhephasen ist PCNA vollständig verschwunden. Diese Tatsache muß bei der
Interpretation der Ergebnisse der immunhistochemischen Färbeprodukte mit PCNA
berücksichtigt werden.
Der hier verwendete PCNA- Antikörper (Dako #M0879) ist ein monoklonaler
Mausantikörper des Klon PC10, der durch Ratten PCNA in Protein A
Expressionsvektor pR1t2t hergestellt wurde. Er ist spezifisch für PCNA von
Wirbeltieren, Insekten und Schizosaccharomyces pombe.
Die Vorbehandlung der Gewebeschnitte wird bis auf die Wärmebehandlung in der
Mikrowelle analog zur Vorbehandlung der Gewebeschnitte für den
immunhistochemischen Nachweis von c-fos Antikörper (siehe 3.3.3.3) durchgeführt.
Hierbei werden die Schnitte in einer absteigenden Äthanolreihe entparaffiniert und
anschließend werden die endogenen Peroxydasen, endogenes Avidin und Biotin und
unspezifische Bindungsstellen blockiert.
Der PCNA Primärantikörper und der unspezifische Mausantikörper (normal Mouse
IgG, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen #M0784) als Negativkontrolle
werden in 2% BSA (Rinderserumalbumin Fraktion V Powder, Sigma- Aldrich Chemie
GmbH, Deisenhofen #A2153)/PBS 1:100 (4 µg/ml, PCNA), bzw. 1:10 (10 µg/ml,
Negativkontrolle) verdünnt und auf die Schnitte getropft. Die Inkubationszeit in der
feuchten Kammer beträgt eine Stunde bei Raumtemperatur. Als Positivkontrolle wird
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ein Uterusschnitt einer Ratte mitgeführt, welche mit 17ß Östradiol behandelt wurde.
Anschließend werden die Schnitte mit PBS abgespült und zweimal fünf Minuten in
PBS/0.2% Tween 20 (aequous solution 10%(w/v), Böhringer Mannheim, #1332465)
gespült.
Der biotinylierte Sekundärantikörper, ein Biotin-SP-konjugiertes AffiniPure F(ab‘)2
Fragment IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., West Grove USA
#415-066-100 ) wird in PBS entsprechend 1:100 verdünnt und eine Stunde lang bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer auf den Schnitten inkubiert.
Anschließend wird der Sekundärantikörper von den Schnitten mit PBS abgespült und
die Schnitte zweimal fünf Minuten in PBS/0.2% Tween 20 gespült.
Während der Inkubationszeit des Sekundärantikörpers wird das Elite ABC- Reagenz
(Vectastain Elite ABC Kit (Standard), Vector Burlingame USA #PK-6100) wie in
2.3.3.3 beschrieben hergestellt.
Die Inkubationszeit für die Bindung des ABC- Komplexes an den Sekundärantikörper
beträgt eine Stunde bei Raumtemperatur.
Danach wird das Reagenz von den Schnitten mit PBS abgespült und die Schnitte
zweimal 5 Minuten in PBS gespült.
Zuletzt werden die Schnitte wie in 1.2.4.3 mit dem Chromogen DAB (3,3‘-
Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) angefärbt, entwässert und mit Deckplättchen
eingedeckt.
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3.3.4 Immunhistochemischer Nachweis von cdc2 Antigen
Der Zellzyklus wird durch Komplexe aus bestimmten Cyclinen und spezifischen
cyclinabhängigen Kinasen reguliert. Eine der am besten charakterisierten Komplexe ist
der cyclin B und p34 cdc2 Kinase- Komplex (Draetta et al., 1987; Pines and Hunter,
1989).
Die 34 KiloDalton Proteinkinase p34 cdc2 ist eine aktive Untereinheit des „M- phase
Promoting factors“ (MPF) und der M- Phase spezifischen Histonkinase. Für den
Übergang der G2- Phase zur M- Phase ist der p34 cdc2 / Cyclin B- Komplex essentiell
(Arion et al., 1988; Dunphy et al., 1982; Morla et al., 1989).
Der cdc2 p34- Antikörper (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz USA #sc-54) ist
ein monoklonaler Mausantikörper, der durch Fusion von Knochenmarkszellen der Maus
mit Nierenzellen einer Maus, die mit Xenopus Cdc2 p34 immunisiert wurde, in
Escherichia coli hergestellt wurde. Er ist spezifisch für humanes Gewebe, sowie für
Gewebe von Nagetieren und Xenopus. Er zeigt keine Kreuzreaktion mit anderen
cylinabhängigen Kinasen.
Die getrockneten Gewebeschnitte werden in einer absteigenden Äthanolreihe
entparaffiniert (siehe 3.3.3.3).
Um das Antigen dem Antikörper besser zugänglich zu machen werden die Schnitte mit
Wärme wie folgt vorbehandelt.
Die Mikrowellenbehandlung erfolgt mit 0,01 N HCl2-Lösung bei einem pH von 2,3.
Hierbei wird die 0,01 N HCl in einer speziellen hitzeresistenen Küvette bei 500 Watt
zum Kochen erhitzt. Der Objektträger mit den Gewebeschnitten wird in die Küvette
gestellt und die Schnitte 3 Minuten bei 150 Watt in dieser Lösung erwärmt.
Danach erfolgt eine 5 Minuten lange Abkühlungsphase. Vor den weiteren
Arbeitsschritten werden die Schnitte in PBS (Phophate buffered Saline Dulbecco’s, Life
Technologies, Ltd. Paisley Scotland #14190-9) gespült.
Zum Abblocken von endogenen Peroxydasen, endogenem Avidin und Biotin, sowie
unspezifischen Bindungsstellen werden die Schnitte wie in 2.3.3.3 angegeben
behandelt.
                                                
2 Titrisol® Merck KGaA, Darmstadt
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Der cdc2 Primärantikörper (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz USA #sc-54)
und unspezifischer Mausantikörper ( Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
#M0784) als Negativkontrolle werden in 1% BSA (Rinderserumalbumin Fraktion V
Powder, Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen #A2153)/PBS verdünnt und in
einer Verdünnung von 1:200 (0,5 µg/ml, cdc2) und 1:10 (10µg/ml, Negativkontrolle)
auf die Schnitte getropft. Als Positivkontrolle wird ein Uterusschnitt einer Ratte
mitgeführt, welche mit 17ß Östradiol behandelt wurde. Die Schnitte werden bei 4°C im
Kühlschrank über Nacht für 16 Stunden mit dem Primärantiköper in der feuchten
Kammer inkubiert.
Danach werden die Schnitte mit PBS abgespült und zweimal fünf Minuten in PBS/0.2%
Tween 20 (aequous solution 10% (w/v), Böhringer Mannheim, #1332465) gespült.
Der biotinylierte Sekundärantikörper, ein Biotin-SP-konjugiertes AffiniPure F(ab‘)2
Fragment IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc., West Grove USA
#415-066-100), wird in PBS 1:100 verdünnt und eine Stunde in der feuchten Kammer
auf den Schnitten inkubiert
Anschließend wird der Sekundärantikörper von den Schnitten mit PBS abgespült und
die Schnitte zweimal fünf Minuten in PBS/0.2% Tween 20 gespült.
Während der Inkubationszeit des Sekundärantikörpers wird das Elite ABC- Reagenz
(Vectastain Elite ABC Kit Standard PK-6100) wie in 2.3.3.3 beschrieben hergestellt.
Die Inkubationszeit für die Bindung des ABC- Komplexes an den Sekundärantikörper
beträgt eine Stunde.
Danach wird das Reagenz von den Schnitten mit PBS abgespült und die Schnitte
zweimal 5 Minuten in PBS/0.2% Tween 20 gespült.
Zuletzt werden die Schnitte wie in 1.2.4.3 mit dem Chromogen DAB (3,3‘-
Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) angefärbt, entwässert und mit Deckplättchen
eingedeckt.
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3.3.4.1 Immunhistochemische Auswertung
Die Auswertung der immunhistochemischen Präparate für c-fos und cdc2 erfolgt
semiquantitativ. Die Gewebeschnitte werden am Lichtmikroskop (Axiophot2, Zeiss,
Jena) durchgesehen und die Intensität der Immunfärbung des Epithels wird in vier
Kategorien (0,+,++,+++) unterteilt. Null bedeutet keine Färbung, + bedeutet eine leichte
Färbung, ++ bedeuten eine deutliche Färbung und +++ bedeuten eine starke Färbung.
Die Beurteilung kann auch zwischen zwei Kategorien vergeben werden, z.B. ++-+++.
Die Präparate, die mit dem Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) Antikörper
angefärbt sind, werden am Lichtmikroskop (Axiophot2, Zeiss, Jena) mit dem
Bildanalyseprogramm KS 400 Imaging System, Release 3.0, Carl Zeiss Vision GmbH,
Division Bildanalyse quantitativ ausgewertet. Bei 40facher Vergößerung (Ph 2 Plan -
Neofluar 40x/0,75, Zeiss, Jena) wird auf jedem Uteruspräparat die Gesamtlänge des
luminalen Endometriumepithels und die Gesamtlänge der Drüsenepithels an der zum
Lumen gewandten Epithelgrenze gemessen. Weiterhin werden auf jedem Präparat bei
40fachem Objektiv (Ph 2 Plan - Neofluar 40x/0,75, Zeiss, Jena) die braun gefärbten
Zellen des luminalen Endometriumepithels und die braun gefärbten Zellen des
Drüsenepithels durch Markieren mit der Maus gezählt. Das Programm berechnet einen
Proliferationsindex für das luminale Endometriumepithels (kurz Lumen genannt) und
einen Proliferationsindex für das Drüseneptihel (kurz Drüsen genannt). Dieser Index
gibt im Mittel die Anzahl der braun gefärbten Zellen bezogen auf 1 mm Epithellänge
(Endometrium, Drüsen) an und besitzt die Einheit [Zellen/mm Epithel].
Eine fotografische Dokumentation von ausgewählten Schnitten wird am
Lichtmikroskop (Axiophot2, Zeiss, Jena) mit der Software Axiovision (Zeiss, Jena)
vorgenommen und auf Fotopapier ausgedruckt.
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3.3.5 Molekularbiologische Methoden
Für die Aufarbeitung der RNA wurden folgende Vorsichtsmaßnahmen getroffen, um
eine Kontamination der Proben mit RNA- abbauenden Enzymen zu vermeiden und
somit eine Degradation der RNA zu verhindern:
1. Es wurde immer mit Einmalhandschuhen gearbeitet. 2. Alle Glasgefäße und Mörser
mit Kolben wurden im Autoklaven sterilisiert. 3. Alle Lösungen wurden möglichst mit
0,1% Diethylpyrokarbonat (DEPC) behandelt und autoklaviert. 4. Tris-, bzw. EDTA-
haltige Puffer wurden mit DEPC- behandeltem Wasser angesetzt und anschließend
autoklaviert. 5. Es wurden nur sterile Einmalartikel wie Eppendorfgefäße, Falcon-
Tubes und Pipettenspitzen verwendet. 6. Arbeitsmaterialien wie Spatel wurden durch
kurzes Spülen in Chloroform von RNAsen dekontaminiert.
3.3.5.1 Gesamt RNA- Isolierung mit Trizol
Die Gesamt- RNA aus den Uterushomogenaten wurde mit Trizol Reagent (Life
Technologies Inc. Gibco BRL, Maryland USA #15596-018), einer gebrauchsfertigen
monophasischen Lösung aus Phenol und Guanidiniumisothiocyanat nach der Methode
von Chomczynski und Sacchi (1987) vorgenommen. Dabei bewahrt Trizol- Reagenz
während der Gewebehomogenisierung die Integrität der RNA, während Zellen zerstört
und Zellkomponenten aufgelöst werden.
Ungefähr 100 mg Gewebe ergibt 100 µg Gesamt- RNA.
Zuerst wird das gepoolte tiefgefrorene Uterusgewebe (Uterushörner, -80°C) einer
Versuchsgruppe (500-600 mg) in bei –20°C vorgekühlten Mörsern unter Zugabe von
flüssigem Stickstoff homogenisiert. Dieses Gewebehomogenat wird mit 5-6 ml Trizol-
Reagenz versetzt und kann unter dem Abzug langsam auftauen. Es wird pro 50-100 mg
Gewebe 1 ml Trizol verwandt. Nachdem das Gewebe im Mörser aufgetaut ist, erfolgt
das Scheren mit einer 1er Kanüle bis keine Schlieren mehr vorhanden sind.
Anschließend wird das Trizolhomogenat à 5, bzw. 6 ml in Falcon-Tubes (Becton
Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA, #2059) portioniert und in flüssigem
Stickstoff eingefroren und wieder aufgetaut. Dieser Einfrier- und Auftauvorgang wird
2- bis 3mal wiederholt.
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Nach dem letzten Auftauen läßt man die Röhrchen (Falcon- Tubes) 5 Minuten bei
Raumtemperatur stehen, um die vollständige Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe
zu gewährleisten. Pro 1 ml Trizol- Reagenz werden die Proben mit 200 µl Chloroform
versetzt (entsprechend 5-6 ml Trizolhomogenat mit 1-1,2 ml Chloroform). Die Proben
werden 15 Sekunden lang durch leichtes Schütteln mit der Hand extrahiert bis eine
trübe Emulsion entsteht und danach 2-3 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen.
Durch 40 Minuten Zentrifugation bei 4°C und 3500 g in einer Kühlzentrifuge (Varifuge
3.2 RS, Heraeus Sepatech, Hanau) werden die Phasen in eine untere rote Phenol-
Chloroform- Phase, eine Interphase und die farblose obere wässrige Phase getrennt. Die
RNA verbleibt ausschließlich in der wässrigen Phase, welche ungefähr 60% des
Gesamtvolumens ausmachen sollte.
Der Überstand wird abgesaugt, in ein neues Röhrchen (Falcon- Tubes) überführt, erneut
mit 2, bzw. 3 ml Isopropanol (0,5 ml à 1 ml Trizol- Reagenz) gefällt und kräftig
geschüttelt. Nach 10 Minuten erfolgt eine 30minütige Zentrifugation (3500g ) bei 4° C.
Das vor der Zentrifugation unsichtbare RNA- Präzipitat, erscheint danach als gelartiges
Pellet am Boden des Röhrchens. Der Überstand wird verworfen und das Pellet mit
75%igem Äthanol gewaschen. Anschließen wird wieder 10-15 Minuten bei 4° C und
3500g zentrifugiert und dekantiert. Danach wird das Pellet sorgfältig 5 - 10 Minuten
unter Vakuum getrocknet und der Größe entsprechend in 200-300 µl DEPC (0,1%
Diethylpyrokarbonat)- Wasser resuspendiert.
Die Konzentrationen der RNA-Proben wurden photometrisch in 1:500 verdünnten
Aliquots der Stammlösung bei 260 nm Wellenlänge (E260) gemessen. Um die Reinheit
der isolierten RNA zu bestimmen, wurden die Extinktion bei 280 nm Wellenlänge
(E280, Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessen und der Quotient aus E260 und
E280 gebildet, der zwischen 1,6 und 2,0 liegen sollte.
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3.3.5.2 mRNA- Isolierung
Die Isolierung der poly A+- mRNA wird leicht modifiziert nach der Methode von
Sambrook et al. (1989) mit dem mRNA Purification Kit (Pharmacia Biotech , Uppsala,
Schweden, XY-012-00-12) durchgeführt. Dieser Kit enthält gebrauchsfertige
„vorbepackte“ Säulen , die Oligo(dT)- Cellulose enthalten und eine Gesamt- RNA
Menge von 25 mg bis 1g von Gewebe oder Zellen binden können. Für jede RNA- Probe
wird eine Säule verwandt.
Die Arbeitsvorschrift für diesen Kit ist nachfolgend beschrieben.
Zuerst werden die Oligo(dT)- Cellulose- Säulen vorbereitet. Sie werden vorsichtig
geschüttelt, um die Oligo(dT)- Cellulose zu resuspendieren und aufrecht in Röhrchen
(Falcon- Tubes) gestellt. Anschließend wird die Oligo(dT)- Cellulose zweimal
nacheinander mit 1ml des „High-Salt“ Puffers unter Ausnützen der Schwerkraft
gewaschen. Der Puffer wird anschließend verworfen.
Jede Säule hat die Kapazität 25 µg poly A+- mRNA zu binden und ungefähr 2% der
Gesamt- RNA ist polyadenyliert. Dementsprechend werden maximal 1,25 mg Gesamt-
RNA eingesetzt. Diese Menge kann aus der Photometerbestimmung ermittelten Menge
an Gesamt- RNA der in DEPC-Wasser gelösten RNA- Proben berechnet werden. Die
Probe wird in insgesamt einem ml des Ladungspuffes gelöst, fünf Minuten im
Thermoblock bei 65°C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt. Es wird 0,2 ml des
Probenpuffers zugesetzt und die Probe vorsichtig gemischt.
Die Probe wird auf die Säule aufgetragen und muß vollständig unter Schwerkraft durch-
sickern. Danach werden die Säulen in eine Tischzentrifuge (Hettich Universal 30F,
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) plaziert und zweimal mit 0,25 ml des „High-Salt“
Puffers und zweiminütiger Zentrifugation bei 350 g gewaschen. Dieselbe
Zentrifugationsweise wird danach dreimal mit 0,25 ml des „Low-salt“ Puffers
durchgeführt. Das Eluat der Röhrchen wird verworfen und sterile 2,5 ml
Eppendorfgefäße für das direkte Auffangen des Eluats in die Röhrchen unter die
Säulenspitze in die Röhrchen plaziert.
Nun wird viermal mit 0.25 ml des auf 65°C vorgewärmten Ladungspuffers zentrifugiert
(2 Minuten, 350g). Das Eluat wird mit 100 µl Probenpuffer, 10 µl Glykogenlösung und
2,5 ml eiskaltem Äthanol bei –20°C über Nacht gefällt.
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Nach dem Auftauen werden die Proben bei 4°C und 14000 rpm 15 Minuten lang in
einer Tischzentrifuge (Biofuge A, Heraus Sepatech, Hanau) zentrifugiert. Der
Überstand wird abgesaugt, das Pellet mit 75%igem Äthanol gewaschen und in
10-20 µl DEPC- Wasser aufgenommen. Jetzt erfolgt die photometrische Bestimmung
der poly A+- mRNA Konzentration der Proben und die Berechnung der in der
Gelelektrophorese einzusetzenden Menge an poly A+- mRNA.
3.3.5.3 Gelelektrophorese und Northern Blotting
Bei der Gelektrophorese werden 5 µg der PolyA+-mRNA pro Spur über ein 1,2 %iges
denaturierendes Agarosegel, bestehend aus 0.66 M Formaldehyd und 1xMSE- Puffer,
aufgetrennt (Fourney et al., 1988).
Hierfür wird 1,2 g Agarose in einem sterilen 250 ml Erlenmeyerkolben eingewogen, mit
80 ml DEPC- Wasser suspendiert und in der Mikrowelle gelöst. Danach wird 5 ml 10x
MSE Puffer, bestehend aus 200mM Morpholinopropansulfansäure ( MOPS), 50 mM
Natriumacetat pH=7 und 10 mM EDTA, zugegeben und gemischt. Anschließend wird
das Gemisch unter dem Abzug mit 16 ml der auf 50°C vorgewärmten 37%igen steril
filtrierten Formaldehydlösung (Merck KGaA, Darmstadt) versetzt, durch vorsichtiges
Schwenken durchmischt und blasenfrei in den vorbereiteten Gelgießstand der Horizon
11x14 cm Elektrophoreseapparatur (Gibco/BRL) unter Verwendung des 20er Kammes
(6mm x 1mm Slots) gegossen. Es dauert ca. 45 Minuten bis das Gel komplett erstarrt
ist.
Anschließend werden die Proben für den Gellauf aufbereitet.
Die RNA (5µg pro Probe) liegt in 5 µl DEPC- Wasser gelöst vor und wird mit 10 µl
deionisiertem Formamid, 1 µl 20x MSE- Puffer und 3,5 µl steril filtriertem
Formaldehyd versetzt, bei 65°C im Thermoblock 10 Minuten lang denaturiert und auf
Eis abgekühlt.
Dazu werden 2 µl Probenpuffer, bestehend aus 50% (w/v) Glycerin, 0,1% (w/v) Brom-
phenolblau und 10% 10x MSE- Puffer, und 0,2 µl Ethidiumbromidlösung (0,5 mg/ml)
pipettiert.
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In analoger Weise wird ein Molekulargewichtsstandard, der 0,24-9,5 kb RNA-Leiter
(Life Technologies Gibco BRL, #15620-016) aufbereitet. Die Proben werden sofort auf
das Gel aufgetragen.
Für den Laufpuffer wurden 950 ml Aqua bidestillata mit 50 ml 20x MSE- Puffer
versetzt.
Die Präelektrophorese wird für 5 Minuten mit einer Spannung von 120 V gestartet und
danach für die Elektrophorese über Nacht auf 80 V (PS500XT DC Power Supply/230
V, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco) eingestellt. Die Bromphenolblaufront
soll ungefähr 8 cm laufen.
Nach dem Gellauf wird das Gel auf dem Transilluminator (Transilluminator UVP,
Modell TM-40, Herolab GmbH Laborgeräte Wiesloch) begutachtet und ein
Polaroidfoto (Polaroid Instant Sheet Film 4x5, 50 ASA/18 DIN) erstellt.
Für das nun folgende Blotten kann das Gel auf ein bestimmte Größe zugeschnitten
werden.
Mit Hilfe des Vacu Gene XL Vacuum Blotting Systems (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden, #80-1300-50) wird die RNA vom Gel auf eine Nylonmembran (Gene Screen
Plus, Du Pont, NEN Research Products, Boston USA) transferiert.
Die Größe der Membran wird dem Gel entsprechend zugeschnitten und im 20x SSC-
Transferpuffer (175,3 g NaCl und 88.2 g Natriumzitrat in 800 ml destilliertem Wasser
lösen, pH- Wert auf 7 einstellen und auf einen Liter auffüllen) gewaschen.
Bei diesem Verfahren wird durch Anlegen eines Vakuums von 50-55 mbar zwischen
der Nylonmembran und dem darüberliegenden Gel der Transfer der RNA in die
Membran ermöglicht.
Zusätzlich sind verschiedene Waschschritte mit bestimmten Lösungen notwendig, um
einen optimalen Transfer zu ermöglichen. Zuerst wird für fünf Minuten destilliertes
Wasser in die Kammer gefüllt, um das Formaldehyd herauszuwaschen. Überschüssige
Flüssigkeit wird nach jedem Waschgang durch Abpipettieren oder Vakuumaspiration
entfernt.
Danach wird fünf Minuten lang mit einer alkalischen Lösung (50 mM NaOH, 10 mM
NaCl) gewaschen, um den Transfer der RNA durch partielle alkalische Hydrolysierung
zu verbessern. Überschüssige Flüssigkeit wird danach wie oben beschrieben entfernt.
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Zum Neutralisieren des Gels wird fünf Minuten lang mit 0,1 M Tris-Cl- Puffer (pH =
7,4) gewaschen und die überschüssige Flüssigkeit am Ende entfernt.
Zuletzt wird 30 Minuten lang mit dem 20x SSC- Transferpuffer gewaschen. Es ist
darauf zu achten, daß das Gel kontinuierlich mit Flüssigkeit bedeckt ist und nicht
austrocknet. Die überschüssige Flüssigkeit und das Gel werden entfernt und die
Membran fünf Minuten in SSC- Puffer gewaschen.
Um die Effektivität des Transfers zu beurteilen, kann das Gel unter dem
Transilluminator begutachtet werden.
Nach 30 Minuten Trocknen der Blots bei Raumtemperatur, wird dieser im UV-
Crosslinker (UV Stratalinker 1800, Stratagene, La Jolla USA) „gebacken“.
Der Blot kann jetzt mit den entsprechenden Sonden hybridisiert werden.
Die cDNA-Sonden v- fos und c-jun wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Andrew
C.B. Cato, Institute of Genetics, Forschungszentrum Karlsruhe und die cyclin D1
cDNA- Sonde von Prof. Dr. Marmé, Institut für Molekulare Medizin, Klinik für
Tumorbiologie, Freiburg zur Verfügung gestellt.
3.3.5.4 Hybridisierung mit v- fos
Das nachstehend beschriebene Hybridisierungsverfahren, wird mit allen cDNA- Sonden
gleichartig durchgeführt.
Als erstes wird die cDNA- Sonde, mit dem Prime-It Labeling Kit (Stratagene, La Jolla
USA #300385) mit [-∝32P] dCTP ( 3000Ci/Mmol, 259µCi Aktivität, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire UK) markiert. Random Oligonukleotid Primer
werden als Primer für die Markierung von DNA eingesetzt um hochspezifische Proben
zu erzeugen (Feinberg und Vogelstein, 1983/1984). Dabei binden die Hexanukleotide
an verschiedenen Stellen der cDNA Matrize. Die mit Primer markierte Sonde ist das
Substrat des Klenow- Fragments der DNA Polymerase I. Das Enzym synthetisiert neue
DNA durch Anhängen von Nukleotid- Monophposphaten am freien 3‘-OH Ende
(Primer). Durch Substitution der nichtradioaktiven Nukleotide durch radioaktive
Nukleotide ([-∝32P] dCTP), entsteht eine sensitive Probe für die Northern
Hybridisierung.
Dafür werden 0,5 µl v- fos mit 25,5 µl DEPC- Wasser und 10 µl des Random Oligo-
nukleotid Primers in einem Thermoblock bei 95°C fünf Minuten inkubiert und die DNA
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denaturiert. Die Probe wird sofort auf Eis abgekühlt um ein Renaturieren zu verhindern,
kurz in der Tischzentrifuge zentrifugiert und mit 10 µl 5x Primer Puffer, 5 µl [-∝32P]
dCTP und 1 µl Exo(-) Klenow Enzym (5 U/µl) versetzt und bei 37-40°C 2 - 10 Minuten
lang inkubiert.
Der Northern Blot wird für einige Sekunden in Aqua bidestillata gewaschen und in eine
Hybridisierungsröhre eingebracht, so daß die DNA- gebundene Seit nach innen zeigt.
Ein Überlappen der Membranen ist zu vermeiden. Dazu werden 10-15 ml QuikHyb
Hybridization Lösung (Stratagene, La Jolla USA #201220) gegeben, um die Hybridi-
sierungszeit von 12-24 Stunden auf 2-3 Stunden zu verkürzen. Die Röhre wird zur
Prähybridisierung in den auf 68°C vorgheizten Hybridiserungsofen gegeben.
Nun wird die markierte Probe über eine Sephadex G-50 DNA Gradienten Säule (Nick
Column, Pharmacia Biotech Inc., Uppsala, Schweden, # 52-2076-00) aufgetrennt, d.h.
die DNA wird von nicht inkorporierten 32P Nukleotiden getennt. Die Säule wird zuerst
mit 400 µl TE Puffer (10mM Tris- HCl, pH=7,5 und 1mM EDTA) gespült. Dieses Eluat
wird verworfen. Unter die Säule werden zwei Eppendorfgefäße plaziert. Danach wird
die Probe (50 µl) auf die Säule aufgetragen und sofort mit 400 µl TE- Puffer gespült.
Die erste Fraktion (1. Eppendorf) wird verworfen, die zweite Fraktion (2. Eppendorf)
wird für die Hybridisierung eingesetzt. Von dieser Menge werden zur Bestätigung der
erfolgten radioaktiven Markierung 4 µl abgenommen und im ∝32P - Kanal des
Gammacounters (Flüssigkeitsszintillationsmesser LS 1801, Beckmann Instruments
GmbH, München) die Aktivität dieses Aliquots bestimmt.
Die Probe wird mit 100 µl Lachssperma- DNA (Sonicated Salmon Sperm DNA,
Stratagene, La Jolla USA #201190) versetzt und bei 95°C 10 Minuten lang im
Thermoblock denaturiert. Die denaturierte DNA (ca. 500 µl) wird sofort in die
Prähybridisierungslösung gegeben und der Blot für 2-3 Stunden im Hybridisierungsofen
hybridisiert.
Nach der Hybridisierung, wird der Blot zweimal 15 Minuten lang bei Raumtemperatur
in 2x SSC Puffer (20xSSC = 175,3 g NaCl (3M), 88,2 g Natriumacetat (300mM), pH-
Wert auf 7 einstellen und Volumen auf 1 l mit destilliertem Wasser auffüllen) und 0.,%
(w/v) SDS (20%SDS = 20 g SDS in 90 ml destilliertem Wasser lösen, auf 68°C erhitzen
und Volumen auf 100 ml auffüllen) Waschlösung im Schüttlerbad gewaschen und
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danach einmal bei 60°C 0.1xSSC und 0,1% ( w/v) SDS Waschlösung im
Schüttelwasserbad stringent gewaschen.
Der noch feuchte Blot wird in Frapanfolie eingewickelt und auf einem Röntgenfilm
(Kodak Scientific Imaging Film X-OMAT AR, Rochester, USA, #1651454) in einer
Röntgenfilmkasette eventuell mit Verstärkerfolie über Nacht (oder länger) exponiert. Er
wird im Entwicklerautomaten (Agfa Curix 60, Mortsel, Belgien) entwickelt.
Für die spätere Auswertung wird der Blot noch einmal über Nacht auf einer
Phosphorplatte (Storage Phophor Screen, Molecular Dynamics, Sunnyvale USA) in der
dazugehörigen Kassette (Exposure cassette, Molecular Dynamics, Sunnyvale USA)
exponiert und diese Platte mit dem Phosphorimager SI (Molecular Dynamics,
Sunnyvale USA) und entsprechender Software (ImageQuaNT, Molecular Dynamics,
Sunnyvale USA) quantitativ ausgewertet.
3.3.5.5 Hybridisierung mit c-jun
Vor der nächsten Hybridisierung wir der Blot gestrippt, d.h. er wird im 90°C heißen
Wasserbad zweimal 15 Minuten lang mit 0,1x SSC und 0,1% (w/v) SDS Waschlösung
(entsprechend auf 90°C erhitzt) gewaschen.
Danach kann die Prähybridisierung begonnen werden.
Die Vorbereitung und Markierung der c-jun cDNA- Sonde erfolgt entsprechend der
Arbeitsvorschrift für v- fos (siehe 3.3.4.4). Es wird 0,5 µl c-jun Fragment eingesetzt.
Alle nachfolgende Arbeitsschritte, wie Hybridisierung und Waschen des Blots,
Exposition des radioaktiv markierten Blots auf einem Film und dem Phosphorscreen mit
quantitativer Auswertung werden wie in 3.3.4.4 beschrieben durchgeführt.
3.3.5.6 Hybridisierung mit cyclin D1
Vor der nächsten Hybridisierung wir der Blot gestrippt, d.h. er wird im 90°C heißen
Wasserbad zweimal 15 Minuten lang mit 0,1x SSC und 0,1% (w/v) SDS Waschlösung
(entsprechend auf 90°C erhitzt) gewaschen.
Danach kann die Prähybridisierung begonnen werden.
Die Vorbereitung und Markierung der cyclin D1 cDNA- Sonde erfolgt entsprechend der
Arbeitsvorschrift für v- fos (siehe 3.3.4.4). Es wird 1 µl cyclin D1 Fragment eingesetzt.
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Alle nachfolgende Arbeitsschritte, wie Hybridisierung und Waschen des Blots,
Exposition des radioaktiv markierten Blots auf einem Film und dem Phosphorscreen mit
quantitativer Auswertung werden wie in 3.3.4.4 beschrieben durchgeführt.
3.3.5.7 Quantifizierung des Northern blots mit 1A
Zur Quantifizierung der Hybridisierungen mit den cDNA- Sonden v-fos, c-jun und
cyclin D1 und zur Überprüfung der gleichmäßigen Ladung der einzelnen Proben wird
jeder Blot am Ende mit Ratten 1A cDNA hybridisiert. Die cDNA- Sonde 1A kommt
ubiqitär im Rattenuterus vor und wird daher zum Abgleichen der Proben als interner
Standard verwendet.
Der Blot wird vor der Hybridisierung mit Ratten 1A zunächst gestrippt, d.h. er wird im
90°C heißen Wasserbad zweimal 15 Minuten lang mit 0,1x SSC und 0,1% (w/v) SDS
Waschlösung (entsprechend auf 90°C erhitzt) gewaschen.
Danach wird mit der Prähybridisierung begonnen und die Ratten 1A cDNA- Sonde
entsprechend der Arbeitsvorschrift für v- fos (siehe 3.3.4.4) vorbereitet und markiert.
Es wird 1 µl 1A eingesetzt.
Alle nachfolgende Arbeitsschritte, wie Hybridisierung und anschließendem Waschen
des Blots, Exposition des radioaktiv markierten Blots auf einem Film und dem
Phosphorscreen mit quantitativer Auswertung werden wie in 2.3.4.4 beschrieben
durchgeführt.
Zuletzt wird die Auswertung der verschiedenen Hybridisierungen mit den cDNA
Sonden (v-fos, c-jun, cyclin D1) mit der Auswertung von 1A quantifiziert. Hierzu wird
für jede Bande die entsprechenden Sonde mit Ratten 1A ins Verhältnis gesetzt, um so
den prozentualen Anteil der Expression der zu untersuchenden Sonde zu ermitteln.
Dieser Wert wird mit demjenigen Wert des unbehandelten Kontrolltieres wiederum ins
Verhältnis gesetzt und man erhält als Ergebnis die x- fache Expression der zu
untersuchenden Sonde gegenüber dem Kontrolltier.
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3.3.6 Radioimmunassay
3.3.6.1 Prinzip des Radioimmunoassays
Die Entwicklung des Radioimmuntests (Radioimmunoassay, kurz RIA) zum Nachweis
von Proteohormonen geht auf Arbeiten von Berson und Yalow (1992) zurück, die 1977
mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurden. Das Prinzip des Radioimmuntests beruht auf
der spezifischen Antigen- Antikörper- Reaktion, wobei das zu messende Hormon, hier
17ß Östradiol, als Antigen fungiert und auf der hohen Nachweisempfindlichkeit
Isotopen- markierter Verbindungen (Abb. 6). Durch die Konkurrenz von radioaktiv
markiertem Antigen (Tracer) und dem nicht markierten Antigen (hier 17ß Östradiol im
Serum) in den Standards und den Proben um die Bindung an den spezifischen Rezeptor,
resultiert ein Gleichgewicht zwischen Antigen und Antikörper und Antigen-Antikörper-
Komplexen. Da die Antikörper nicht zwischen markiertem und unmarkiertem Antigen
unterscheiden können, reagieren beide in gleicher Weise mit dem Antikörper. Diese
Antigen- Antikörper- Reaktion ist reversibel und läuft nach dem Massenwirkungsgesetz
ab.
Nachdem sich im Inkubationsgemisch zwischen den Reaktionspartnern, Antigen,
radioaktiv markiertem Antigen und Antikörper, ein Gleichgewichtszustand eingestellt
hat, muß festgestellt werden, wieviel des eingesetzten radioaktiv markierten
Antigenkomplexes gebunden ist. Hierfür muß der antikörpergebundene Anteil vom
freien, nichtgebundenen Anteil getrennt werden. Da im RIA die Antikörper-
konzentration und die Konzentration des markierten Antigens konstant sind folgt, daß
um so weniger markiertes Antigen gebunden wird, je mehr unmarkiertes vorhanden ist.
Der Anteil der Bindung zwischen radioaktiv markiertem Antigen und Antikörper ist
also ein Maß für die Konzentration der zu bestimmenden Substanz.
Zur Durchführung der Trennung stehen mehrere Methoden zur Verfügung: die
Adsorptionsmethode (Charcoal- Methode nach Hasan et al. 1971), die immunologische
Fällung (Doppelantikörpermethode) und die solid-phase Methode. Bei allen Methoden
wird nach der Trennung die Radioaktivität des Antigen- Antikörper- Komplexes
gemessen.
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Jeder Radioimmunassay beinhaltet die Erstellung einer Eichkurve mit bekannten
Standards, die Analyse der Proben mit unbekannter Konzentration der zu
analysierenden Substanz durch Extrapolation aus der Eichkurve und die Überprüfung
der Assayqualität. Die Qualität des Assays wird durch Analyse von Proben mit
bekannter Konzentration der zu analysierenden Substanz (Qualitätskontrollen) und
durch die Untersuchung möglicher Störeinflüsse festgestellt.
Vor Beginn einer Serie von Messungen sollte in einem Vorversuch der Bereich der
größten Empfindlichkeit festgestellt werden.
Grundlegend wichtig für die Durchführung eines Radioimmunassays ist, daß die zu
analysierende Probe in hochgereinigter Form vorliegt, der Antikörper hochspezifisch
für das Antigen ist und in der optimalen Konzentration eingesetzt wird, ein Tracer mit
hoher spezifischer Aktivität, in der Regel 3H und 125J - markierte Verbindungen, die
geeignete Methode zur Fällung verwendet wird und die Inkubationstemperatur in Bezug
zur Zeit gesetzt wird.
Abb 6: Prinzip des Radioimmunoassays
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3.3.7 Eingesetzte Methoden des Radioimmunassays
Der Radioimmunassay der Tierexperimente, bei denen die Ratten einmalig mit 17ß
Östradiol (Einmalbehandlung) behandelt wurden, wird in Anlehnung an die
Charcoalmethode von Hasan et al. (1971) mit dem 3H-Tracer durchgeführt. Der
Radioimmunassay der Tierexperimente mit der 14 Tage langen Behandlung mit 17ß
Östradiol (Mehrfachbehandlung) wird mit dem 125J Tracer und dem Coat-A-Count
Estradiol Assay der Fa. DPC Biermann GmbH, Bad Nauheim (TKE2X) nach der solid-
phase Methode entsprechend der Arbeitsvorschrift durchgeführt.
3.3.8 Auswertung des Radioimmunoassays
Die Auswertung der erhaltenen Meßergebnisse wird mit der Software Ria Calc LM/DM
(Ria Lab and Data Management Program) der Fa. Wallac Distribution GmbH, Freiburg
ermittelt. Die Analyse der Proben erfolgt über die Eichkurve. Aus den Duplikaten der
Eichstandards und der Proben-/Kontrollseren werden zuerst die Mittelwerte gebildet,
diese werden vom Mittelwert der unspezifischen Bindung (NSB) bereinigt und der
Nettowert der Proben gebildet. Anschließend wird die %- Bindung der Proben bezogen
auf den Nullstandard berechnet und der Gehalt der unbekannten Proben- und
Kontrollseren aus den bekannten Standards extrapoliert und in pmol/l berechnet und
angegeben.
Für jeden Radioimmunassay wird eine Intra- assay und Inter- assay Präzision und die
Richtigkeit der Qualitätskontrollen bestimmt.
Zwei der drei Qualitätskontrollen sollten ein Richtigkeit von 80 - 120 % des
Nominalgehalts aufweisen und die Intra- assay und Inter- assay Präzision sollte kleiner
als 20 % sein.
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3.4 Statistische Auswertung
Bei allen hier durchgeführten Tierversuchen wird für die Parameter Relatives
Uterusfeuchtgewicht, Epithelhöhe, Serum17ß Östradiol und für den Proliferationsindex
des luminalen Lumen-. bzw. Drüsenepithels aus den Werten der fünf Versuchstiere der
Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (SD) bestimmt.
Die statistische Auswertung wird mit Statistikprogramm Sigmastat, Version 2.0 der Fa.
Jandel durchgeführt.
Bezüglich der Parameter Relatives Uterusfeuchtgewicht, Epithelhöhe und Serum17ß
Östradiol wird für jeden Tierversuch ein ANOVA (Analysis of Variance)- Test (Fisher,
1925) und ein post Anova Test (Multiple Comparisons versus Control Group nach der
Dunn’s Method (Dunn, 1964), bzw. Dunnett’s Method (Dunnett, 1955) auf dem
Signifikanzniveau p < 0,05) durchgeführt, um statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Behandlungzeitpunkten herauszufinden.
Zusätzlich wird eine statistische Auswertung des Proliferationsindex des Lumen- und
des Drüsenepithels der jeweiligen Behandlung mit der Kruskall- Wallis One Way
Analysis on Ranks (Kruskal und Wallis, 1952) durchgeführt, um statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Medianen einer Behandlung zu bestimmten
Autopsiezeitpunkten zu analysieren (p ≤ 0,001) und anschließend eine Multiple
Comparison Procedure (Multiple Comparisons versus Control Group/ All Pairwise
Multiple Comparison Procedures) nach der Dunn’s, bzw. Dunnett‘s Method auf dem
Signifikanzniveau p < 0,05 durchgeführt. Auf einen Vergleich zwischen Einfach- und
Mehrfachbehandlung wird verzichtet, da die Werte der Mehrfachbehandlung eine große
Streuung aufweisen.
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4 Ergebnisse
In allen hier vorgestellten Experimenten werden jeweils n = 5 Tiere pro Untersuchungs-
zeitpunkt (0 - 96 Stunden p.i.) und Behandlung (17ß Östradiol, Tamoxifen, Raloxifen) und
jeweils mindestens eine Vehikelgruppe mit entsprechend n = 5 Tieren zu einem Zeitpunkt
eingesetzt.
4.1 Untersuchung der Relativen Uterusfeuchtgewichte
nach Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen
4.1.1 Ergebnisse der Einmalbehandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen
Die Relativen Uterusfeuchtgewichte der mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol
behandelten Tiere zeigen im Vergleich zur entsprechenden Kontrollgruppe fünf Stunden nach
der einmaligen Applikation im Mittel einen signifikanten, fast maximalen Anstieg (43,29 ±
7,23 versus 24,78 ± 8,17 mg/100g Körpergewicht). Dieser Anstieg setzt sich im zeitlichen
Verlauf nur noch marginal fort, so daß nach 36 Stunden p.i. der Maximalwert von 45,31 ±
4,77 mg/100g Körpergewicht erreicht wird. Nach 96 Stunden p.i. ist noch ein signifikanter
Anstieg der Uterusfeuchtgewicht zu beobachten (Abb. 7).
In den Gruppen der mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen behandelten Tiere ist ein
signifikanter Anstieg der Relativen Uterusfeuchtgewichte fünf Stunden nach Applikation
erkennbar. Nach 48 Stunden p.i. wird das Maximum (46,77 ± 9,55 mg/100g Körpergewicht)
erreicht. Bis zum Zeitpunkt 96 Stunden p.i. bleiben die Uterusfeuchtgewichte signifikant
erhöht (Abb. 8a).
In den Gruppen der mit 0,3 mg/kg Körpergwicht Raloxifen behandelten Tiere acht Stunden
nach Applikation ist ein kurzzeitiger und vorübergehender, signifikanter Anstieg der
Relativen Uterusfeuchtgewichte erkennbar (Abb. 8b, Maximalwert 45,89 ± 7,56 mg/100g
Körpergewicht). Dieser enstpricht dem Niveau des maximalen Mittelwerts der
Tamoxifengruppe. Nach 36 Stunden p.i. ist die Uterusgewichtsentwicklung wieder
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rückgängig und es ist kein signifikanter Anstieg des Relativen Uterusfeuchtgewichts mehr zu
beobachten.
Abb. 7 : Relative Uterusfeuchtgewichte [mg/100g KG] nach einer subkutanen
Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 0 - 96 h p.i.
(MW ± SD)
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h),
Dunnett’s Method
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Abb. 8: Relative Uterusfeuchtgewichte [mg/100g KG] nach einer subkutanen
Einmalapplikation von 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen (a) und 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen (b), 0 - 96 h p.i. (MW ± SD)
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h), Dunn’s
Method
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Bei einem Vergleich der mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen behandelten Gruppen
(Abb. 9) wird deutlich, daß alle Substanzen eine Zunahme des Relativen
Uterusfeuchtgewichts bewirken, jedoch sind die zeitlichen Verläufe unterschiedlich.
Abb. 9: Relative Uterusfeuchtgewichte [mg/100g KG] der ovariekomierten Ratte nach
subkutaner Einmalapplikation von 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen, 2 -
48 h p.i. (MW ± SD)
4.1.2 Ergebnisse der Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen
Durch die 14 Tage lange Behandlung mit 17ß Östradiol steigt das Relative Uterusfeucht-
gewicht in allen untersuchten Behandlungsgruppen im Mittel signifikant an, wobei sich
besonders der Mittelwert der Östradiolgruppe 8 Stunden p.i. (83,40 ± 6,05 mg/100g
Körpergewicht) deutlich von den Mittelwerten der anderen Behandlungsgruppen abhebt
(Tabelle 1). In der 17ß Östradiolgruppe gibt es einen deutlichen Peak acht Stunden nach der
letzten Applikation.
Die multiple Applikation von Tamoxifen und Raloxifen über 14 Tage führt ebenfalls zu einer
Zunahme des Relativen Uterusfeuchtgewichts im Vergleich zur Vehikelgruppe. Im Gegensatz
zu 17ß Östradiol ist der Uterusgewichtsanstieg aber eher gering. Diese Zunahme ist in den
Tamoxifengruppen ausgeprägter (ca. 40- 50% von 17ß Östradiol) als in den Raloxifengruppen
(ca. 25- 30% von 17ß Östradiol). Der maximale Mittelwert wird in der Tamoxifengruppe fünf
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Stunden nach der letzten Applikation (33,56 ± 3,38 mg/100g Körpergewicht) und in der
Raloxifengruppe 24 Stunden nach der letzten Applikation (22,74 ± 3,88 mg/100g
Körpergewicht) erreicht. Im Vergleich zum zeitlichen Verlauf nach der Östradiolbehandlung,
sind die zeitlichen Verläufe der relativen Uterusgewichte nach der letzten Applikation sowohl
bei Tamoxifen als auch bei Raloxifen relativ konstant (siehe Abb. 10 und Tabelle 1).
Tabelle 1: Relative Uterusfeuchtgewichte [mg/100g KG], 2 – 48 h p.i. (= post
injectionem) nach 14 Tagen subkutaner Behandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen, Raloxifen (MW ± SD);
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 24 h),
Dunnett’s Method
Substanzen Relative Uterusfeuchtgewichte [mg/100g KG]
2 h p.i. 5 h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i.
17ß Östradiol 65,66 ± 7,43* 66,72 ± 6,59* 83,40 ± 6,05* 64,38 ± 8,38* 57,70 ± 2,88*
Tamoxifen 27,84 ± 0,67* 33,56 ± 3,38* 31,54 ± 5,34* 31,94 ± 5,94* 32,34 ± 2,64*
Raloxifen 22,30 ± 3,68* 22,48 ± 3,15* 22,62 ± 5,66* 22,74 ± 3,87* 20,22 ± 2,44*
Vehikelkontrolle 13,96 ± 2,95
Abb. 10: Relative Uterusfeuchtgewichte [mg/100g KG] der ovariekomierten Ratte nach
14 Tagen subkutaner Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen,
2 - 48 h p.i., (MW ± SD);
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 24 h),
Dunnett’s Method
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4.2 Untersuchung der luminalen Epithelhöhe und -länge
des Rattenendometriums nach Behandlung mit 17ß
Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen
4.2.1 Ergebnisse der Einmalbehandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen
Die Einmalbehandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol zeigt ganz deutlich einen
zeitabhängigen Anstieg der Epithelhöhe mit dem maximalen Mittelwert 24 Stunden nach
subkutaner Applikation (Abb. 11). Der Mittelwert (25,56 ± 3,20 µm) dieser
Behandlungsgruppe liegt statistisch signifikant über der Vehikelgruppe (10,95 ± 1,95 µm). 36
Stunden nach der Applikation fallen die Mittelwerte langsam wieder ab und liegen 60
Stunden p.i. auf dem Niveau der Kontrolle.
Die Einmalapplikation von 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen zeigt eine starke
epithelstimulierende Wirkung auf das Endometrium. Dies wird in den Behandlungsgruppen
48, 60, 72 und 96 Stunden p.i. signifikant sichtbar. Eine maximale Epithelhöhenstimulierung
wird 60 Stunden p.i. erreicht (52,22 ± 7,33 µm, Abb. 12a).
Die mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen behandelten Gruppen zeigen vergleichsweise
homogene Mittelwerte mit einem nur leichten, nicht signifikanten Anstieg der endometrialen
Epithelzellhöhe zwischen 36 und 48 Stunden p.i. gegenüber der Vehikelgruppe (Abb. 12b).
Bei einem direkten Vergleich der mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen behandelten
Gruppen (Abb. 13), zeigt sich, daß Tamoxifen stärker als 17ß Östradiol und 17ß Östradiol
stärker als Raloxifen auf die endometriale Epithelhöhe wirkt. 17ß Östradiol bewirkt einen
vorübergehenden und Tamoxifen einen späten Anstieg. Raloxifen hat keine signifikante
Wirkung auf die Endometriumepithelhöhe (Abb. 14).
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Abb. 11: Epithelhöhe des luminalen Endometrimepithels [µm] nach einer subkutanen
Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 0 - 96 h p.i.
(MW ± SD)
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h),
Dunnett’s Method
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Abb. 12: Epithelhöhe des luminalen Endometriumepithels [µm] nach einer
subkutanen Einmalapplikation von 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen (a) und
0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen (b), 0 - 96 h p.i. (MW ± SD)
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h), Dunn’s
Method
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Abb. 13: Epithelhöhe des luminalen Endometriumepithels [µm] der ovariektomierten
Ratte nach subkutaner Einmalapplikation von 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen, 2 - 48 h p.i. (MW ± SD)
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Abb. 14: Histologie von repräsentativen Uterusquerschnitten der ovariektomierten Ratte
48 Stunden nach subkutaner Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht
17ß Östradiol (a), 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen (b), 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen (c) und Vehikel (d). Während 17ß Östradiol und
Raloxifen keine eindeutige Zunahme des einschichtigen luminalen
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c)
d)
Endometriumepithels zeigen, führt Tamoxifen zu einer deutlichen Zunahme
des einschichtigen Epithels, sowohl im Lumen-, wie im Drüsenbereich.
Weiterhin kommt es nach Tamoxifenbehandlung zu einer Ödematisierung des
endometrialen Stromas. HE- Färbung, * = Uteruslumen, → zeigt zum L =
luminales Drüsenepithel, Dr = endometriale Drüsen, St = endometriales
Stroma.
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4.2.2 Ergebnisse der Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen
Bei der Untersuchung der luminalen Epithelhöhe des Endometriums gibt es deutliche
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Behandlungen 2, 5, 8, 24 und 48 Stunden p.i..
In allen mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol behandelten Tieren ist die luminale
Epithelhöhe signifikant erhöht im Vergleich zur Vehikelgruppe. Ähnlich wie das Relative
Uterusfeuchtgewicht, nimmt die Epithelhöhe in den mit 17ß Östradiol behandelten Tieren 2 -
8 Stunden p.i. zu, erreicht den höchsten Wert nach 8 Stunden (61,8 ± 7,8 µm) und fällt
anschließend wieder ab (Tabelle 2a).
Einen undulierenden Verlauf findet man in den mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen
behandelten Gruppen (Tabelle 2). Obwohl alle Mittelwerte im Vergleich zur Vehikelkontrolle
signifikant erhöht sind, steigen sie acht und 48 Stunden nach der letzten Applikation auf
Maximalwerte von 51,3 ± 17,6 µm und 46,7 ± 6,9 µm an.
Im Vergleich zu den Verläufen von 17ß Östradiol und Tamoxifen ist der Trend in den mit 0,3
mg/kg Körpergewicht Raloxifen behandelten Tieren eindeutig. Zwei Stunden nach der letzten
Applikation ist der Mittelwert der Epithelhöhe maximal und statistisch signifikant im
Vergleich zur Vehikelkontrolle angestiegen (22,7 ± 2,7 µm). Ab 24 Stunden p.i. findet sich
im Vergleich zur Vehikelkontrolle kein signifikanter Unterschied mehr.
Der direkte Vergleich von 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen 48 Stunden nach der
letzten Applikation zeigt, daß sowohl 17ß Östradiol, als auch Tamoxifen das luminale Epithel
signifikant beeinflussen. Bei Raloxifen ist 48 Stunden nach der letzten Applikation ein
deutlicher Effekt nicht mehr sichtbar (Abb. 15c und 16a).
Die luminale Epithellänge des Endometriums wird nur durch die 14 Tage Behandlung mit 5
µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol entscheidend, jedoch statistisch nicht signifikant
beeinflußt. Die Mittelwerte liegen zu allen untersuchten Zeitpunkten deutlich über dem
Niveau der Vehikelkontrolle und betragen das 1,5- 2,8fache des Mittelwertes der
Vehikelkontrolle. Ähnlich wie das relative Uterusfeuchtgewicht und die Epithelhöhe, nimmt
die Epithellänge in den mit 17ß Östradiol behandelten Tieren 2 - 8 Stunden p.i. zu, erreicht
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den höchsten Wert nach 8 Stunden (4,38 ± 0,93 mm) und fällt anschließend wieder ab
(Tabelle 2b).
Die Verläufe der mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht
Raloxifen behandelten Tiere 2 - 48 Stunden nach der letzten Applikation der 14 Tage
Behandlung sind gleichmäßig und die Mittelwerte liegen ungefähr auf dem Niveau der
Vehikelkontrolle. Fünf und 24 Stunden nach der letzten Applikation liegen die Mittelwerte
der Tamoxifengruppe (1,78 ± 0,44 und 1,66 ± 0,22 mm) leicht über und die Mittelwerte der
Raloxifengruppen (siehe Tabelle 2a) liegen alle leicht unter dem Mittelwert der
Vehikelgruppe (1,55 ± 0,17 mm). Am deutlichsten liegt der Mittelwert der Raloxifengruppe
48 Stunden nach der letzten Applikation (1,15 ± 0,07 mm) unter dem Mittelwert der
Vehikelgruppe.
Tabelle 2: Epithelhöhe [µm] (a) und Epithellänge [mm] (b) des luminalen
Endometriumepithels 2 - 48 h p.i. (= post injectionem) nach 14 Tagen
subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht
Raloxifen (MW ± SD)
*p < 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 24 h),
Dunnett’s Method
a)
Substanzen Epithelhöhe des luminalen Endometriumepithels [µm]
2 h p.i. 5 h p.i 8 h p.i 24 h p.i 48 h p.i
17ß Östradiol 46,0 ± 5,8* 50,8 ± 7,7* 61,8 ± 7,8* 40,18 ± 10,63* 30,2 ± 10,2*
Tamoxifen _ 29,9 ± 14,5* 51,3 ± 17,6* 25,7 ± 4,4* 46,7 ± 6,9*
Raloxifen 22,7 ± 2,7* 18,6 ± 3,0* 14,9 ± 1,2* 12,8 ± 4,8 12,1 ± 1,0
Vehikelkontrolle 11,1 ± 1,3
b)
Substanzen Epithellänge des luminalen Endometriumepithels [mm]
2 h p.i. 5 h p.i 8 h p.i 24 h p.i 48 h p.i
17ß Östradiol 3,50 ± 0,72 4,47 ± 0,82 4,38 ± 0,93 3,14 ± 0,54 2,34  ± 0,32
Tamoxifen 1,51 ± 0,27 1,78 ± 0,44 1,59 ± 0,58 1,66 ± 0,22 1,41 ± 0,10
Raloxifen 1,41 ± 0,22 1,21 ± 0,12 1,39 ± 0,27 1,28 ± 0,13 1,15 ± 0,07
Vehikelkontrolle 1,55 ± 0,17
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Abb. 15: Histologie von repräsentativen Uterusquerschnitten der ovariektomierten Ratte
48 Stunden nach 14 Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht
17ß Östradiol (a), 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen (b) und 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen (c) und Vehikel (d). Nur die Behandlung mit 17ß
Östradiol und Tamoxifen bewirkt eine deutliche Zunahme des einschichtigen
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c)
d)
luminalen Endometriumepithels, wobei dieses bei den 17ß
östradiolbehandelten Tieren teilweise nicht mehr vorhanden ist. HE- Färbung,
* = Uteruslumen, → zeigt zum L = luminales Drüsenepithel, Dr =
endometriale Drüsen, St = endometriales Stroma, M = Myometrium.
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Abb. 16: Epithelhöhe [µm] und Epithellänge [mm] des luminalen Endometriumepithels
der ovariekomierten Ratte nach 14 Tagen subkutaner Behandlung mit 17ß
Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen, 2 - 48 h p.i. (MW ± SD)
*p < 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 24 h),
Dunnett’s Method
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4.3 17ß Östradiolspiegel im Serum nach subkutaner
Applikation von 17ß Östradiol
4.3.1 Ergebnisse der Einmalbehandlung
Bei den mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol behandelten Tieren und den dazugehörigen
Vehikelgruppen wurde 17ß Östradiol mittels eines Radioimmunassays im Serum bestimmt.
Das Ergebnis (Abb. 17) veranschaulicht deutlich, daß die Serumwerte der 17ß
Östradiolgruppe 2 – 8 Stunden nach Injektion signifikant über den Werten der Vehikelgruppe
liegen mit dem höchsten Mittelwert von 776,84 ± 215,84 pmol/l zwei Stunden nach der
Einmalapplikation.
4.3.2 Ergebnisse der Mehrfachbehandlung
Die Serum- 17ß Östradiolspiegel der 14 Tage lang mit täglich 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol behandelten Tiere liegen 2 bis 5 Stunden nach der letzten Applikation signifikant
über dem Mittelwert der Vehikelgruppe. Das Maximum (578,78 ± 127,87 pmol/l) wird 2 h
nach der letzten Applikation gemessen und der Mittelwert fällt danach kontinuierlich ab und
erreicht 24 Stunden p.i. den Bereich der Vehikelgruppe (Abb. 18).
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Abb. 17: Serum- 17ß Östradiol [pmol/l] der ovariekomierten Ratte nach einer
subkutanen Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 0 -
96 h p.i. (MW ± SD);
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h),
Dunnett’s Method
Abb. 18: Serum- 17ß Östradiol [pmol/l] der ovariekomierten Ratte nach 14 Tagen
subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 2 - 48 h p.i.
(MW ± SD)
* p< 0,05 Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 24 h); Dunn’s
Method
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4.4 Untersuchung der v-fos, c-jun und cyclin D1 mRNA
Expression nach Behandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen
4.4.1 v-fos mRNA Expression
4.4.1.1 Ergebnisse der relativen v-fos mRNA Expression nach
Einmalbehandlung
Der Northern Blot in Abb. 19 zeigt, daß durch eine Einmalapplikation von 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol die v-fos mRNA im Uterus 2 und 5 Stunden nach Applikation
deutlich exprimiert wird. Diese deutliche Bande liegt bei 2,0 kb. Die densitometrischen
Messungen mit dem Phosphorimager ergeben für die v-fos mRNA Expression im Uterus 2
Stunden p.i. 13,8fach und 5 Stunden p.i. 18,1fach so hohe Werte der 17ß Östradiol
behandelten Tiere im Vergleich zur Vehikelgruppe (Tabelle 3). Obwohl die mRNA des
Protoonkogens v-fos sehr früh induziert wird, kann schon 24 Stunden nach der Applikation
keine signifikante Expression der v-fos mRNA im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr
detektiert werden.
Der Northern Blot in Abb. 20 zeigt ebenfalls eine deutliche Expression der v-fos mRNA im
Uterus 5 bis 24 Stunden nach der Einmalapplikation von 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen.
Die densitometrische Messung mit dem Phosphorimager ergibt eine 6,8fache Expression der
v-fos mRNA im Uterus 5 Stunden p.i. und 8 Stunden p.i. eine 6,7fache Expression der v-fos
mRNA im Uterus. Auch 60 Stunden nach der Applikation ist noch eine 7,4fache Expression
der v-fos mRNA im Uterus meßbar.
Auch durch die Einmalapplikation von 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen wird die v-fos
mRNA Expression im Uterus 5 und 8 Stunden nach Applikation deutlich, nimmt danach aber
drastisch ab. Im Vergleich zur Vehikelgruppe beträgt die densitometrische Messung der v-fos
mRNA Expression im Uterus raloxifenbehandelter Tiere das 6,5fache 5 Stunden nach der
Applikation.
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Abb. 19: Northern Blot der v-fos mRNA Expression nach einmaliger subkutaner 17ß
Östradiolbehandlung (5 µg/kg Körpergewicht). Die cDNA v-fos reagiert mit
einer Bande bei 2,0 kb der polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus. 2 und 5
Stunden nach 17ß Östradiolapplikation ist die Bande besonders deutlich. Zur
Standardisierung dient die Northern Hybridisierung mit Ratten cDNA 1A.
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Abb. 20: Northern Blot der v-fos mRNA Expression nach subkutaner Einmalbehandlung
mit Tamoxifen (1 mg/kg Körpergewicht) und Raloxifen (0,3 mg/kg
Körpergewicht). Die cDNA v-fos reagiert mit einer Bande bei 2,0 kb der
polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus. 5 bis 24 Stunden nach der Einmal-
applikation von Tamoxifen und 5 und 8 Stunden nach Gabe von Raloxifen ist
die Bande besonders deutlich. Zur Standardisierung dient die Northern
Hybridisierung mit Ratten cDNA 1A.
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Tabelle 3: Densitometrische Bestimmung der v-fos mRNA Expression im Uterus nach
subkutaner Einmalapplikation mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen;
p.i.= post injectionem
Substanzen v-fos mRNA Expression (x- fach) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
2 h p.i. 5 h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 36 h p.i. 48 h p.i. 60 h p.i. 72 h p.i. 96 h p.i.
17ß Östradiol 13,8 18,2 4,3 2,3 1,4 1,3 1,4 1,5 1,9
Tamoxifen 1,7 6,8 6,7 3,9 5,3 3,7 7,4 2,4 3,9
Raloxifen 0,7 6,5 2,9 1,5 0,3 1,0 1,0 0,6 0,3
4.4.1.2 Ergebnisse der relativen v-fos mRNA Expression nach
Mehrfachbehandlung
Im Gegensatz zur Einmalbehandlung wird nach 14 Tage langer Behandlung mit 17ß
Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen nur in den 17ß Östradiolgruppen im Vergleich zur
Vehikel behandelten Kontrollgruppe v-fos mRNA im Uterus 2, 5 und 8 Stunden p.i.
exprimiert (Abb. 21). Die Banden liegen bei 2,0 kb. Die Intensität der v-fos mRNA
Expression ist densitometrischen Messungen zufolge nach 2 Stunden maximal (11,9fach),
nimmt dann kontinuierlich ab (8,3fach, bzw. 5,4fach nach 5 bzw. 8 Stunden) und ist nach 24
Stunden geringer als die der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 4).
Demgegenüber ist im Northern Blot für die Tamoxifen- und Raloxifengruppen zu keinem der
untersuchten Autopsiezeitpunkte die v-fos mRNA deutlich exprimiert (siehe Tabelle 4). Auch
die densitometrischen Messungen der Tamoxifen- und Raloxifengruppen ergeben in Analogie
zum Northern Blot keinen Unterschied.
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Abb. 21: Northern Blot der v-fos mRNA Expression nach 14 Tagen subkutaner
Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol. 1 mg/kg Körpergewicht
Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen. Die cDNA v-fos reagiert
mit einer Bande bei 2,0 kb der polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus. 2 und
5 Stunden nach der letzten 17ß Östradiolapplikation ist die Bande besonders
deutlich. Zur Standardisierung dient die Northern Hybridisierung mit Ratten
cDNA 1A.
Tabelle 4: Densitometrische Bestimmung der v-fos mRNA Expression im Uterus nach 14
Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen;
p.i.= post injectionem.
Substanzen v-fos mRNA Expression (x-fach) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
2 h p.i. 5 p h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i.
17ß Östradiol 11,9 8,3 5,4 0,5 0,7
Tamoxifen * * * * *
Raloxifen * * * * *
* = densitometrisch nicht meßbar
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4.4.2 c-jun mRNA Expression
4.4.3 Ergebnisse der relativen c-jun mRNA Expression nach
Einmalbehandlung
Der Northern Blot in Abb. 22 zeigt in der mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol
behandelten Gruppe 8 Stunden nach Applikation eine deutliche c-jun mRNA Expression des
Uterus. Die Banden liegen bei 2,5 und 3,2 kb. Die densitometrisch Messung der 3,2 kb Bande
ergibt nach 8 Stunden einen Peak und zeigt eine 5fache Expression von c-jun mRNA
gegenüber der Vehikelgruppe (siehe Tabelle 5). Nach 8 Stunden p.i. gibt es im zeitlichen
Verlauf keine auffallenden Unterschiede zwischen den 17ß Östradiol und den
vehikelbehandelten Tieren.
Die Northern Blots (Abb. 23 und 24) der mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen behandelten
Tieren zeigen im zeitlichen Verlauf nach der Einmalapplikation ein unterschiedliches
Expressionsmuster für die c-jun mRNA Expression des Uterus. Gegenüber der Vehikelgruppe
ist die c-jun mRNA 8, 36, 60, 72 und 96 Stunden nach der Injektion stärker exprimiert.
Densitometrische Messungen der Bande bei 3,2 kb ergeben den höchsten Wert für die c-jun
mRNA 60 Stunden p.i. Im Vergleich zur Vehikelgruppe beträgt dieser Wert das 4,43fache
(siehe Tabelle 5).
Die c-jun mRNA der mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen behandelten Tieren zeigt im
Uterus 8, 36 und 60 Stunden nach Einmalapplikation eine stärkere Expression verglichen mit
der Vehikelgruppe. Signifikant sind die Banden 8 und 60 Stunden p.i. Die Werte der
densitometrischen Messungen mit dem Phosphorimager sind zu diesen Zeitpunkten bei der
Raloxifengruppe doppelt so hoch verglichen mit der Vehikelgruppe (siehe Tabelle 5).
Insgesamt ist die Expression von c-jun mRNA im Uterus der ovariekomierten Ratte nach
einer Einmalbehandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen unterschiedlich. Über
den Beobachtungszeitraum bis 24 Stunden p.i. ist bei 17ß Östradiol ein doppelgipfliger
Verlauf erkennbar. Bei den beiden Selektiven Östrogen- Rezeptor Modulatoren (SERM)
Tamoxifen und Raloxifen sind bis zum Zeitpunkt 96 Stunden p.i. ebenfalls zwei Peaks mit
unterschiedlicher Intensität erkennbar (siehe Tabelle 5).
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Abb. 22: Northern Blot der c-jun mRNA Expression nach einmaliger subkutaner 17ß
Östradiolbehandlung (5 µg/kg Körpergewicht). Die c-jun cDNA reagiert mit
zwei Banden bei 2,5 und 3,2 kb der polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus.
Acht Stunden nach der 17ß Östradiolapplikation ist die Bande bei 3,2 kb
besonders deutlich. Zur Standardisierung dient die Northern Hybridisierung mit
Ratten cDNA 1A.
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Abb. 23: Northern Blot der c-jun mRNA Expression nach subkutaner Einmalbehandlung
mit Tamoxifen (1 mg/kg Körpergewicht) und Raloxifen (0,3 mg/kg
Körpergewicht). Die c-jun cDNA reagiert mit zwei Banden bei 2,5 und 3,2 kb
der polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus. Acht Stunden nach Tamoxifen-
und acht Stunden nach Raloxifenbehandlung ist die Bande bei 3,2 kb besonders
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deutlch. Zur Standardisierung dient die Northern Hybridisierung mit Ratten
cDNA 1A.
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Abb.24: Northern Blot der c-jun mRNA Expression nach subkutaner Einmalbehandlung
mit Tamoxifen (1 mg/kg Körpergewicht) und Raloxifen (0,3 mg/kg
Körpergewicht). Die c-jun cDNA reagiert mit zwei Banden bei 2,5 und 3,2 kb
der polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus. 60 und 96 Stunden nach
Tamoxifen- und 60 Stunden nach Raloxifenbehandlug ist eine deutliche Bande
bei 3,2 kb erkennbar. Zur Standardisierung dient die Northern Hybridisierung
mit Ratten cDNA 1A.
Tabelle 5: Densitometrische Bestimmung der c-jun mRNA Expression im Uterus nach
subkutaner Einmalapplikation mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen;
p.i.= post injectionem.
Substanzen c-jun mRNA Expression (x-fach) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
2 h p.i. 5 h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 36 h p.i. 48 h p.i. 60 h p.i. 72 h p.i. 96 h p.i.
17ß Östradiol 1,91 0,23 5,00 1,00 * * * * *
Tamoxifen 1,01 1,31 1,92 1,21 2,14 1,39 4,43 4,58 2,98
Raloxifen 0,61 1,28 2,16 1,47 1,70 0,71 2,87 0,86 0,51
* = densitometrisch nicht meßbar
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4.4.3.1 Ergebnisse der relativen c-jun mRNA Expression nach
Mehrfachbehandlung
Wie der Northern Blot in Abb. 25 sowie Tabelle 6 zeigen, ist die c-jun mRNA Expression im
Uterus nach der 14 tägigen subkutanen Behandlung mit 17ß Östradiol 2, 5 und 8 Stunden p.i.
deutlich erhöht. Die Banden liegen bei 2,5 und 3,2 kb.
In den Tamoxifengruppen sind 2 und 5 Stunden nach der letzten subkutanen Applikation
leichte Signale für die c-jun mRNA zu sehen. Selbst in der Raloxifengruppe sind 2 Stunden
nach der letzten Applikation zwei schwache Banden erkennbar. Die c-jun mRNA- Signale der
Tamoxifen- und Raloxifengruppen sind gegenüber der 17ß Östradiolgruppe vergleichsweise
schwach, was auch die densitometrischen Messungen der Bande bei 3,2 kb in Tabelle 6
bestätigen.
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Abb. 25: Northern Blot der c-jun mRNA Expression nach 14 Tagen subkutaner
Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht
Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen. Die c-jun cDNA reagiert
mit zwei Banden bei 2,5 und 3,2 kb der polyA+ RNA des gesamten
Rattenuterus. 2 bis 8 Stunden nach der letzten 17ß Östradiolapplikation sind
die Banden bei 3,2 kb deutlich. Zur Standardisierung dient die Northern
Hybridisierung mit Ratten cDNA 1A.
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Tabelle 6: Densitometrische Bestimmung der c-jun mRNA Expression im Uterus nach
14 Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen;
p.i.= post injectionem.
Substanzen c-jun mRNA Expression (x-fach) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
2 h p.i. 5 h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 48 h p.i.
17ß Östradiol 24,01 20,30 15,36 * 2,75
Tamoxifen 5,98 4,32 3,21 2,87 3,22
Raloxifen 2,68 * * * *
* = densitometrisch nicht meßbar
4.4.4 cyclin D1 mRNA Expression
4.4.4.1 Ergebnisse der relativen cyclin D1 mRNA Expression nach
Einmalbehandlung
Nach der Einmalbehandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol sind schwache
Unterschiede in der cyclin D1 mRNA Expression des Uterus im zeitlichen Verlauf zu sehen
(Abb. 26). Insgesamt ist die cyclin D1 mRNA maximal doppelt so stark gegenüber der
Vehikelgruppe exprimiert, wie densitometrische Messungen der Bande bei 4,2 kb ergeben.
Ein herausragender Peak ist zu keinem Zeitpunkt erkennbar. Die Expression der cyclin D1
mRNA im Uterus nach der Einmalapplikation verläuft zyklisch mit Ausschlägen nach oben
und maximal doppelt so starker Intensität zu bestimmten Zeitpunkten. Diese maximale
Expression ist deutlich 5, 36, 72 und 96 Stunden nach der Applikation (siehe Tabelle 7).
Die Expression der cyclin D1 mRNA im Uterus nach Einmalapplikation von 1 mg/kg
Körpergewicht Tamoxifen ist im Verlauf von 5 - 48 Stunden nach der Injektion stärker als die
Expression der Vehikelgruppe. 24 Stunden nach Applikation ist die cyclin D1 mRNA gemäß
der densitometrischen Bestimmung 2,6fach stärker als die der Vehikelgruppe (siehe Tabelle
7).
Auch die densitometrische Auswertung mit dem Phosphorimager der mit 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen behandelten Tiere ergibt für die cyclin D1 mRNA im Uterus 2 - 48
Stunden p.i. bis zu 4,3fach (8 Stunden p.i., siehe auch Tabelle 7) höhere Werte in Relation zur
Vehikelgruppe.
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Das Expressionsverhalten der cyclin D1 mRNA im Uterus unterscheidet sich nach
Einmalbehandlung mit Tamoxifen und Raloxifen von dem nach Einmalbehandlung mit 17ß
Östradiol. Raloxifen zeigt die insgesamt am stärksten ausgeprägte cyclin D1 mRNA
Expression.
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Abb. 26: Northern Blot der cyclin D1 mRNA Expression nach subkutaner
Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol. Die Bande der
cyclin D1 cDNA reagiert mit bei 4,2 kb der polyA+ RNA des gesamten
Rattenuterus. ZumVergleich dient die Northern Hybridisierung mit Ratten
cDNA 1A.
Tabelle 7: Densitometrische Bestimmung der cyclin D1 mRNA Expression im Uterus
nach subkutaner Einmalapplikation mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol,
1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen;
p.i.= post injectionem.
Substanzen cyclin D1 mRNA Expression (x-fach) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
2 h p.i. 5 h p.i 8 h p.i 24 h p.i 36 h p.i 48 h p.i 60 h p.i 72 h p.i 96 h p.i
17ß Östradiol 0,9 2,1 1,6 0,9 2 1,5 1,3 2,1 1,9
Tamoxifen 1,2 1,6 2,5 2,6 1,2 2,2 0,3 1 0,5
Raloxifen 1,9 1,7 4,3 3,8 1,8 2,2 0,2 0,5 0,6
IV Ergebnisse 67
4.4.4.2 Ergebnisse der relativen cyclin D1 mRNA Expression nach
Mehrfachbehandlung
Der Northern Blot in Abb. 27 zeigt lediglich für die 14 tägig mit 17ß Östradiol behandelten
Tiere 5 und 8 Stunden nach der letzten Applikation eine leichte Bande der cyclin D1 mRNA
im Uterus bei 4,2 kb. Alle übrigen Gruppen zeigen keine deutlichen Signale nach der
Hybridisierung mit cyclin D1.
Die densitometrischen Messungen ergeben nur in den 17ß Östradiolgruppen 5 und 8 Stunden
nach der letzten Applikation ein deutlich stärkere Expression von cyclin D1 im Uterus im
Vergleich zur Vehikelgruppe (siehe Tabelle 8). Alle übrigen Bestimmungen zeigen keine
Unterschiede.
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Abb. 27: Northern Blot der cyclin D1 mRNA Expression nach 14 Tagen subkutaner
Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht
Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen. Die Bande der cyclin D1
cDNA reagiert mit bei 4,2 kb der polyA+ RNA des gesamten Rattenuterus.
Leichte Signale sind 5 und 8 Stunden nach der letzten 17ß Östradiolapplikation
zu sehen. Zum Vergleich dient die Northern Hybridisierung mit Ratten cDNA
1A.
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Tabelle 8: Densitometrische Bestimmung der cyclin D1 mRNA Expression im Uterus
nach 14 Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht
Raloxifen; p.i.= post injectionem.
Substanzen cyclin D1 mRNA Expression (x-fach) im Vergleich zur Vehikelkontrolle
2 h p.i 5 h p.i 8 h p.i 24 h p.i 48 h p.i
17ß Östradiol 1,1 3,8 1,8 0,5 0,4
Tamoxifen * * * * *
Raloxifen * * * * *
* = densitometrisch nicht meßbar
4.5 Immunhistochemische Untersuchung von Fos, PCNA
und Cdc2 nach Behandlung mit 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen
4.5.1 Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen
Färbung mit dem c-fos- Antikörper
4.5.1.1 Ergebnisse der Einmalbehandlung
Die semiquantitative Auswertung der Immunhistochemie mit dem c-fos Antikörper zeigt im
zeitlichen Verlauf von 2 bis 96 Stunden nach Applikation der einmalig mit 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol behandelten Tieren sowohl in den endometrialen Epithelzellen
des Lumens als auch der Drüsen im Vergleich zu den mit Vehikel behandelten Tieren bis auf
den Zeitpunkt 5 Stunden p.i. keine auffallenden Unterschiede. Das endometriale Lumen- bzw.
das Drüsenepithel der Uterusquerschnitte ist im Vergleich zum Stroma, Myometrium und den
Endothelzellen nicht deutlich gefärbt. Die Färbung wird mit unauffällig bis leicht beurteilt.
Eine mittel bis starke Färbung der Zellen des endometrialen Lumen- und Drüsenepithels ist
ausschließlich 5 Stunden nach der Injektion mit 17ß Östradiol sichtbar im Vergleich zur
Vehikelgruppe (Abb. 28). Die positive Immunreaktion ist auf den Kern beschränkt. Alle
anderen Zellpopulationen des Uterus sind zu diesem Zeitpunkt nicht angefärbt.
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Die immunhistochemische Untersuchung des c-fos Antikörpers bei den Behandlungs-gruppen
mit Einmalapplikation von 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen zeigt im zeitlichen Verlauf
keine signifikanten Unterschiede in der Färbung des endometrialen Lumen- und
Drüsenepithels im Vergleich zur Vehikelbehandlung. Lediglich 5 (Abb. 29) und 24 Stunden
p.i. sind bei den mit Tamoxifen behandelten Tieren vereinzelt gefärbte Zellen im Epithel
nachweisbar. Alle anderen Zellpopulationen sind c-fos negativ.
In den mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen behandelten Tieren sind vereinzelt ganz
diskret gefärbte Zellen lediglich 5 Stunden nach Applikation sichtbar, die aber nicht als
deutlich stärker gefärbt als die Zellen der Vehikelgruppe beurteilt werden (Abb. 29).
Insgesamt ist das Bild der Tamoxifen- und Raloxifengruppe ähnlich und zeigt keine
auffallenden Färbeergebnisse.
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a)
b)
Abb. 28: Immunhistochemischer Nachweis von c-fos im Uterusquerschnitt der
ovariektomierten Ratte. (a) - (c) zeigen Gewebeschnitte nach subkutaner
Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol 2 h p.i (a), 5 h p.i.
(b) und 8 h p.i. (c). (d) zeigt den Gewebeschnitt eines Vehikel behandelten
Tiers zum Zeitpunkt 0.
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c)
d)
Nur zum Zeitpunkt 5 h p.i. sind im luminalen Drüsenepithel (= L) eindeutig
positiv gefärbte Zellen erkennbar. → zeigt zum L = luminales Drüsenepithel, *
= Uteruslumen, Dr = endometriale Drüsen, St = endometriales Stroma.
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a)
b)
Abb. 29: Immunhistochemischer Nachweis von c-fos in Uterusquerschnitten der
ovariektomierten Ratte nach einer subkutaner Einmalapplikation von 1 mg/kg
Körpergewicht Tamoxifen 24 h p.i. (b), 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen 5
h p.i. (c) und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen 24 h p.i. (d). (a) zeigt die
Negativkontrolle mit Kaninchen IgG. Lediglich 5 h p.i. sind bei den mit
Tamoxifen behandelten Tieren vereinzelt gefärbte Zellen im luminalen
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c)
d)
Drüsenepithel nachweisbar. → zeigt zum L = luminales Drüsenepithel, * =
Uteruslumen, Dr = endometriale Drüsen, St = endometriales Stroma.
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4.5.1.2 Ergebnisse der Mehrfachbehandlung
Nach der 14 tägigen subkutanen Behandlung mit einer täglichen Dosis von 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol s.c. ist sowohl im Lumen- als auch im Drüsenepithel 2, 5, 8, 24
und 48 Stunden nach der letzten Injektion keine deutliche Färbung der Epithelzellen sichtbar.
Im Drüsenepithel sind ganz vereinzelte Epithelzellen marginal angefärbt, die sich aber
gegenüber der Vehikelgruppe nicht unterscheiden (siehe Tabelle 9).
Auch die 14 Tage lange Behandlung mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen s.c. täglich zeigt
ein ähnliches Bild wie die Behandlung mit 17ß Östradiol (siehe Tabelle 9). Weder die
Epithelzellen des Lumen- noch des Drüsenepithels zeigen zu einem Zeitpunkt eine deutliche
Färbung. Lediglich 5, aber auch 24 Stunden nach der letzten Injektion sind ganz vereinzelt
Epithelzellen angefärbt. Diese Färbung ist jedoch nicht deutlich zu unterscheiden von der
Vehikelgruppe.
Die 14 Tage lange Behandlung mit täglich 0,3 mg/kg Körpergewicht s.c. mit Raloxifen hat
keinen positiven Einfluß auf die immunhistochemische Färbung des Endometriums mit dem
c-fos Antikörper (siehe Tabelle 9). Zu keinem der Autopsiezeitpunkte ist eine Anfärbung der
Epithelzellen erkennbar. Die histologischen Schnitte der Raloxifengruppen sind alle völlig
unauffällig und unterscheiden sich in Bezug auf die Immunfärbung nicht von der
Vehikelgruppe.
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Tabelle 9: Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Färbung mit dem
c-fos Antikörper in den Epithelzellen der Drüsen und des Lumens nach 14
Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen
4.5.2 Auswertung der immunhistochemischen Färbung mit dem
PCNA- Antikörper
4.5.2.1 Ergebnisse der Einmalbehandlung
Die statistische Auswertung mit der Kruskal Wallis One Way Analysis on Ranks für die
Mediane der Indizes der Behandlungsgruppen ergibt für jede Behandlungsgruppe (17ß
Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen) statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
einzelnen Behandlungsgruppen (p = 0,001). Die danach durchgeführte post Anova Analyse
(Multiple Comparisons versus Control Group) für jede einzelne Behandlungsgruppe
Autopsie-
zeit p.i. [h]
2
5
8
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o = keine Anfärbung p.i.= post injectionem
 + = leichte Anfärbung
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Drüsen Drüsen
17ß Östradiol Raloxifen
Lumen Lumen
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beschreibt die statistisch signifikanten Unterschiede im Vergleich mit dem Median der
Vehikelgruppe.
Die immunhistochemischen Färbung mit dem PCNA- Antikörper zeigt im zeitlichen Verlauf
deutliche Unterschiede zwischen dem luminalen Endometrium- und Drüsenepithel bei den
einmalig mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol behandelten Tieren und den Vehikeltieren
(siehe Abb. 30 und 31). Der Proliferationsindex des luminalen Endometiumepithels 24
Stunden p.i. von 17ß Östradiol ist statistisch signifikant (p < 0,05, post Anova on Ranks,
Multiple Comparisons versus Control Group nach der Dunn’s Method) gegenüber dem
Median der Vehikelgruppe (siehe Tabelle 10). Zwei Stunden nach der Applikation ist der
Index deutlich größer als der Kontrollwert. Der Maximalwert wird 24 Stunden p.i. erreicht.
Ein zweiter, deutlicher Peak des Proliferationsindex des luminalen Endometiumepithels ist 60
und 72 Stunden p.i. erkennbar. Die Mediane sind jedoch statistisch nicht signifikant
gegenüber dem Median der Vehikelgruppe.
Auch der Proliferationsindex des Drüsenepithels zeigt nach der Behandlung mit 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol einen doppelgipfligen Verlauf mit einem frühen, statistisch
nicht signifikanten Anstieg der Proliferation gegenüber dem Median der Vehikelgruppe im
Drüsenepithel zwei Stunden nach der Applikation und einem zweiten Anstieg von 24 bis 96
Stunden p.i., der sich durch statistisch signifikante Mediane gegenüber dem Median der
Vehikelgruppe auszeichnet (p < 0,05, post Anova on Ranks All Pairwise Multiple
Comparison Procedures nach der Dunnett‘s Method, siehe Tabelle 11).
Bei den mit 1mg/kg Körpergewicht Tamoxifen behandelten Tieren zeigt der Verlauf des
Proliferationsindex des luminalen Endometriumepithels zwei Gipfel fünf und 48 Stunden
nach der Applikation, die jedoch nicht statistisch signifikant gegenüber dem Median der
Vehikelgruppe sind (siehe Tabelle 10). Der Proliferationsindex des Drüsenepithels ist zwei
bis 48 Stunden nach Behandlung mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen deutlich höher als
der Index der Vehikelkontrolle. Aber auch hier ergibt die statistische Auswertung keinen
signifikanten Unterschied zum Median der Vehikelgruppe (siehe Tabelle 11).
Ab fünf Stunden bis 96 Stunden nach der Applikation von 0,3 mg/kg Körpergewicht
Raloxifen sind deutlich höhere, jedoch statistisch nicht signifikante Werte für den
Proliferationsindex des luminalen Endometiumepithels gegenüber dem Median der
Vehikelkontrolle meßbar (siehe Tabelle 10).
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Der Verlauf des Proliferationsindex des Drüsenepithels ist sehr ähnlich, denn schon zwei
Stunden p.i. ist ein deutlicher Anstieg erkennbar, der bis zum Zeitpunkt 72 Stunden p.i.
anhält. Acht und 24 Stunden p.i. sind die Mediane der Raloxifengruppen statistisch
signifikant gegenüber dem Median der Vehikelgruppe (p = 0,05, post Anova on Ranks All
Pairwise Multiple Comparison Procedures nach der Dunn‘s Method, siehe Tabelle11).
Tabelle 10 und 11: Proliferationsindex des luminalen Endometriumepithels (10) und des
Drüsenepithels (11) nach subkutaner Einmalapplikation von 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3
mg/kg Körpergewicht Raloxifen, 2 - 96 h p.i. (= post injectionem; MW ± SD);
* p = 0,05, Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h); Dunn‘s
Method
** p < 0,05, Multiple Comparisons versus Control Group (Vehikel 0 h);
Dunnett‘s Method
10)
Substanzen Proliferationsindex: PCNA positive Zellen/ mm Lumenepithel [MW ± SD]
2 h p.i. 5 h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 36 h p.i. 48 h p.i. 60 h p.i. 72 h p.i. 96 h p.i.
17ß Östradiol 19,14
± 4,48
6,74 ±
3,20
7,85 ±
2,79
79,78*
± 15,93
29,70 ±
8,06
18,15 ±
3,29
31,57 ±
18,93
31,41 ±
10,10
10,11 ±
1,2
Tamoxifen 26,88 ±
18,92
44,92 ±
25,95
16,51 ±
2,80
5,15 ±
4,62
6,56 ±
3,60
39,35 ±
19,41
6,14 ±
2,49
2,53 ±
1,39
5,32 ±
3,07
Raloxifen 8,15 ±
2,34
24,51 ±
24,40
37,56 ±
25,08
30,80
4,29
17,75 ±
9,35
31,85 ±
17,93
25,88 ±
8,57
18,68 ±
14,03
21,96 ±
10,06
Vehikel
(0 h)
6,65 ±
3,55
11)
Substanzen Proliferationsindex: PCNA positive Zellen/ mm Lumenepithel [MW ± SD]
2 h p.i. 5 h p.i. 8 h p.i. 24 h p.i. 36 h p.i. 48 h p.i. 60 h p.i. 72 h p.i. 96 h p.i.
17ß Östradiol 27,82
± 2,55
12,18 ±
2,25
11,67 ±
7,62
65,63**
± 39,13
79,17**
± 25,32
98,67**
± 38,28
154,34**
± 41,05
130,28**
± 42,42
72,07**
± 16,12
Tamoxifen 51,00 ±
21,86
87,86 ±
29,95
63,66 ±
17,14
68,78 ±
23,16
66,56 ±
17,52
79,20 ±
26,54
10,82 ±
4,32
8,67 ±
1,90
7,96 ±
3,99
Raloxifen 88,79 ±
27,10
77,80 ±
38,41
114,76*
± 40,23
108,59*
30,12
78,41 ±
18,16
90,49 ±
17,62
21,32 ±
6,70
22,07 ±
6,68
14,90 ±
4,08
Vehikel
(0 h)
15,54 ±
8,10
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a)
b)
Abb. 30: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA im Uterusquerschnitt der
ovariektomierten Ratte 8 h nach subkutaner Vehikelbehandlung (a), 8 h (b), 24
h (c) und 36 h (d) nach subkutaner Einmalapplikation von 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol. 8 h nach der 17ß Östradiolbehandlung ist das
Stroma durch die Ödematisierung deutlich aufgelockert. → zeigt zum L =
luminales Drüsenepithel und auf die gefärbten Zellkerne.
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c)
d)
* = Uteruslumen, Dr = endometriale Drüsen, St= endometriales Stroma.
24 h nach der 17ß Östradiolapplikation ist ein weites Uteruslumen und viele
gefärbte Zellkerne im luminalen Drüsenepithel und im Stroma erkennbar.
IV Ergebnisse 80
a)
b)
Abb. 31: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA im Uterusquerschnitt der
ovariektomierten Ratte 24 h (a) und 48 h (b) nach subkutaner
Einmalapplikation von 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 24 h (c) und 48
h (d) nach subkutaner Einmalapplikation von 0,3 mg/kg Raloxifen.
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c)
d)
→ zeigt zum L = luminales Drüsenepithel und auf die gefärbten Zellkerne.* =
Uteruslumen, Dr = endometriale Drüsen, St= endometriales Stroma.
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4.5.2.2 Ergebnisse der Mehrfachbehandlung
Die Auswertung der immunhistochemischen Färbung mit dem PCNA Antikörper ist durch die
große Streuung innerhalb der Gruppen erschwert und läßt nur bedingt Rückschlüsse zu. Auf
eine quantitativ Darstellung der Proliferationsindizes des luminalen Endometrium- und des
Drüsenepithels wird daher verzichtet. Ausgewählte Schnitte zur bildlichen Illustrierung und
die semiquantiative Beurteilung werden in Abb. 32 und Tabelle 12 dargestellt.
Die immunhistochemische Färbung mit dem PCNA Antikörper zeigt in der mit täglich 5
µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol behandelten Tieren in den Epithelzellen des Lumens eine
insgesamt leichte Färbung, nur 24 Stunden nach der letzten Applikation ist diese Färbung bei
einzelnen Schnitten auffallend stark (Abb. 32 und Tabelle 12). Die Epithelzellen der Drüsen
zeigen insgesamt eine wesentlich stärkere Proliferationsaktivität, wobei die Immunfärbung
der Drüsenepithelzellen zwischen 8 und 48 Stunden nach der letzten Applikation besonders
deutlich ist. Die Färbung wird als stark bewertet.
Die mit dem PCNA Antikörper gefärbten Uterusquerschnitte der täglich 14 Tage lang mit 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen behandelten Tiere zeigt in den Epithelzellen des Lumens
nur eine leichte Färbung. Die Proliferationsaktivität der Drüsen ist wesentlich ausgeprägter,
wobei auch hier große Unterschiede innerhalb der Gruppen eines Zeitpunktes erkennbar sind
(von leicht bis stark gefärbt). Die Immunfärbung mit dem PCNA Antikörper 24 und 48
Stunden nach der letzten Tamoxifenapplikation wird mit stark beurteilt (Tabelle 12).
Eine geringe proliferative Aktivität der Epithelzellen des Lumens findet sich auch in den
Gruppen, die 14 Tage lang mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen behandelt wurden. 2, 5, 8,
24 und 48 Stunden nach der Applikation ist keine Färbung, bzw. nur ganz vereinzelt gefärbte
Epithelzellen im Vergleich zur Vehikelgruppe erkennbar. Das Drüsenepithel dieser Raloxifen
behandelten Tiere zeichnet sich 5 bis 48 Stunden nach Applikation durch eine mittel (5 - 24
Stunden p.i.) bis starke (48 Stunden p.i.) Immunfärbung aus, wobei die interindividuellen
Unterschiede innerhalb der Gruppen groß sind (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Färbung mit dem
PCNA Antikörper in den Epithelzellen der Drüsen und des Lumens nach 14
Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen
Autopsie-
zeit p.i. [h]
2
5
8
24
48
o = keine Anfärbung p.i.= post injectionem
 + = leichte Anfärbung
 ++ = deutliche Anfärbung
 +++ = starke Anfärbung
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a)
b)
Abb. 32: Immunhistochemischer Nachweis von PCNA im Uterusquerschnitt der
ovariektomierten Ratte 24 h nach der letzten subkutanen Applikation der 14
Tage Behandlung mit Vehikel (a) und mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol (b). Der schwarze Pfeil (a) und der rote Pfeil (b) zeigt auf eine positiv
gefärbte Zelle. L = luminales Drüsenepithel und gefärbte Zellkerne. * =
Uteruslumen, Dr = endometriale Drüsen, St= endometriales Stroma.
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4.5.3 Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen
Färbung mit dem cdc2- Antikörper
4.5.3.1 Ergebnisse der Einmalbehandlung
Die semiquantitative Auswertung des cdc2- Antikörpers ergibt für die Einmalapplikation von
5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol bei diesen Gruppen folgendes Ergebnis. Die
Epithelzellen des Lumens zeigen 24 Stunden nach der Einmalapplikation eine starke Färbung
des Zytoplasmas, 36 und 48 Stunden p.i. ist diese Färbung noch leicht sichtbar, schwächt sich
im zeitlichen Verlauf aber ab (Abb. 33). Gegenüber der Vehikelgruppe, bei der zu allen
Zeitpunkten kaum eine Färbung bzw. nur vereinzelt gefärbte Zellen im Epithel erkennbar
sind, ist die leichte Färbung der 17ß Östradiolgruppe auch 36 und 48 Stunden p.i deutlich
stärker.
Das Drüsenepithel zeigt ein anderes, etwas ausgewogeneres Färbungsmuster. Zum Zeitpunkt
24 Stunden p.i. ist in der 17ß Östradiolgruppe eine leichte bis mittelstarke Färbung der
Drüsenzellen sichtbar, die im zeitlichen Verlauf konstant erhalten bleibt. Bei der
Vehikelgruppe sind wiederum zu jedem Zeitpunkt kaum oder nur ganz vereinzelte
Epithelzellen leicht angefärbt.
Im Lumenepithel der einmalig mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen behandelten Tieren
sind 5 und 48 Stunden p.i. vereinzelt leicht gefärbte Epithelzellen erkennbar, ganz diskret ist
diese Färbung auch 24 Stunden p.i. sichtbar. Demgegenüber zeigt die Vehikelgruppe kaum
eine Färbung. Im Drüsenepithel dieser Behandlungsgruppe ist 5 Stunden nach Applikation
eine leichte Färbung der Epithelzellen erkennbar, die 48 Stunden p.i. am deutlichsten (leicht
bis mittel) ist.
Auch die Gruppe der einmalig mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen behandelten Tiere
zeigt ein ähnliches Verteilungsmuster wie die Tamoxifengruppe. Sowohl im Lumen- als auch
im Drüsenepithel sind ab 8 Stunden p.i. vereinzelt leicht gefärbte Zellen erkennbar und 48
Stunden p.i. ist diese Färbung leicht bis mittelstark. Im Vergleich hierzu ist in der
Vehikelgruppe konstant über den gesamten zeitlichen Verlauf kaum eine Färbung zu sehen,
bzw. nur ganz vereinzelt gefärbte Drüsenzellen.
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a)
b)
Abb. 33: Immunhistochemischer Nachweis von cdc2 im Uterusquerschnitt der
ovariektomierten Ratte 24 h nach der subkutanen Einmalapplikation von
Vehikel (a), von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol (b), von 1 mg/kg
Körpergewicht Tamoxifen (c) und mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen (d).
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c)
d)
→ zeigt zum L = luminales Drüsenepithel und auf die gefärbten Zellkerne. * =
Uteruslumen, Dr = endometriale Drüsen, St= endometriales Stroma. Bei den
mit Tamoxifen und Raloxifen behandelten Tieren sind 24 h nach der
Applikation nur ganz vereinzelt gefärbte Zellkerne im luminalen Drüsenepithel
und in den Drüsen erkennbar.
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4.5.3.2 Ergebnisse der Mehrfachbehandlung
Die immunhistochemische Färbung mit dem cdc2 Antikörper zeigt, in der Gruppe der 14
tägig mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol s.c behandelten Tieren 24 Stunden nach der
letzten Applikation eine deutliche (mittel) Färbung der Zellen des Lumenepithels, die schon
nach 8 Stunden p.i. leicht sichtbar ist und nach 48 Stunden p.i. wieder verschwindet (siehe
Tabelle 13). Die Färbung der Vehikelgruppe ist völlig unauffällig. Die Epithelzellen der
Drüsen zeigen 8 Stunden nach der letzten Injektion eine kräftige (starke) Färbung. Auch 24
Stunden und 48 Stunden p.i. ist die Färbung mittel, bzw. stark in den Drüsenepithelzellen
(siehe Tabelle 13).
Die immunhistochemischen Färbungen mit dem cdc2 Antikörper der 14 tägigen Behandlung
mit täglich 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen s.c., bzw. täglich 0,3 mg/kg Körpergewicht
Raloxifen s.c. sind fast identisch. Zu keinem der verschiedenen Zeitpunkte nach der letzten
Applikation ist im Lumen- und im Drüsenepithel eine deutliche Färbung erkennbar. 8
Stunden p.i. sind in der Tamoxifengruppe vereinzelte Epithelzellen des Drüsenepithels leicht
angefärbt. Insgesamt ist aber keine Färbung in den Gruppen der Tamoxifen- und
Raloxifenbehandlung deutlich stärker als die Vehikelgruppe, sodaß das Ergebnis dieser
beiden Behandlung in Bezug auf die cdc2 Immunfärbung nicht positiv ausfällt.
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Tabelle 13: Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Färbung mit dem
cdc2 Antikörper in den Epithelzellen der Drüsen und des Lumens nach 14
Tagen subkutaner Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol, 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen
Autopsie-
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5 Diskussion
5.1 Diskussion der verwendeten Methodik und
Tierversuchsgruppen
5.1.1 Ovariektomierte Ratte als Versuchsmodell
Als Versuchsmodell zum Studium der Proliferation des Endometriums, wird in dieser Arbeit
die ovariektomierte, geschlechtsreife (mature) Ratte eingesetzt. Sie ist ein geeignetes und
etabliertes Modell für die in- vivo Untersuchung von Östrogenwirkungen an Zielgeweben des
Reproduktionstraktes (Fritzemeier und Hegele-Hartung, 1999). Innerhalb von 7-10 Tagen
nach Kastration von weiblichen Tieren kommt es bedingt durch den Abbau von
körpereigenem 17ß Östradiol zur Atrophie des Uterus und der Vagina. Behandelt man Tiere
mit 17ß Östradiol oder dem SERM Tamoxifen, reagieren der Uterus und die Vagina sehr
sensitiv auf diese Substanzen mit einer Proliferation und Stimulation der Organgewichte
(Martin, 1968; Clark, 1971; Jordan, 1981).
5.1.2 Versuchsansätze und Behandlungsregime
Zur Untersuchung der unterschiedlichen Wirkung von 17ß Östradiol und den SERMs
Tamoxifen und Raloxifen auf das Rattenendometrium wurden zwei Behandlungsansätze
gewählt: eine Einmalapplikation und eine Mehrfachapplikation. Für die Bestimmung der
Wirkung der Einmalbehandlung wurden den Tieren einmal subkutan 5 µg/kg Körpergewicht
17ß Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen
appliziert.
Die in den hier vorgestellten Untersuchungen gewählte Dosis von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol s.c. ergibt bei einem 200 mg schweren Tier eine Dosis von 1 µg. Sie liegt in der
nicht linear verlaufenden Dosiswirkungskurve (Uterusfeuchtgewicht zu applizierter
Östradioldosis) im oberen, flach verlaufenden Teil der Kurve, welche bis 0,1 µg einen steilen
Anstieg aufweist und danach zusehend flacher verläuft (Velardo et al., 1958). Das bedeutet,
daß höhere Östradioldosen (> 1µg) die Wirkung nur noch geringfügig steigern, während
geringere Östradioldosen (< 1µg) einen deutlichen Abfall der Wirkung hervorrufen.
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mit 17ß Östradiol oder dem SERM Tamoxifen, reagieren der Uterus und die Vagina sehr
sensitiv auf diese Substanzen mit einer Proliferation und Stimulation der Organgewichte
(Martin, 1968; Clark, 1971; Jordan, 1981).
5.1.2 Versuchsansätze und Behandlungsregime
Zur Untersuchung der unterschiedlichen Wirkung von 17ß Östradiol und den SERMs
Tamoxifen und Raloxifen auf das Rattenendometrium wurden zwei Behandlungsansätze
gewählt: eine Einmalapplikation und eine Mehrfachapplikation. Für die Bestimmung der
Wirkung der Einmalbehandlung wurden den Tieren einmal subkutan 5 µg/kg Körpergewicht
17ß Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen
appliziert.
Die in den hier vorgestellten Untersuchungen gewählte Dosis von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol s.c. ergibt bei einem 200 mg schweren Tier eine Dosis von 1 µg. Sie liegt in der
nicht linear verlaufenden Dosiswirkungskurve (Uterusfeuchtgewicht zu applizierter
Östradioldosis) im oberen, flach verlaufenden Teil der Kurve, welche bis 0,1 µg einen steilen
Anstieg aufweist und danach zusehend flacher verläuft (Velardo et al., 1958). Das bedeutet,
daß höhere Östradioldosen (> 1µg) die Wirkung nur noch geringfügig steigern, während
geringere Östradioldosen (< 1µg) einen deutlichen Abfall der Wirkung hervorrufen.
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1 und 10 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol bewirken im Uteruswachstumstest an
immaturen Ratten nach drei Tage langer subkutander Behandlung einen statistisch
signifikanten Anstieg des Uterusfeuchtgewichts gegenüber der Vehikelkontrolle um den
Faktor 2,5 und 3,3 (Fritzemeier und Hegele-Hartung, 1999).
Jordan et al. (1981) konnten im Uteruswachstumstest immaturer Ratten bei 2,5 - 40 µg pro
Tier Tamoxifen s.c. eine nicht lineare Dosisabhängigkeit feststellen. Bei subkutaner
Einmalapplikation von 100 µg Tamoxifen pro Tier konnte er die höchsten
Uterusfeuchtgewichte feststellen. Mit Dosen von 0,1 und 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen
per oral konnten Ke et al. (1997) in Untersuchungen von ovariektomierten Ratten nach 4
Wochen langer Behandlung eine deutliche Zunahme des Uterusfeuchtgewichts und eine
signifikante Zunahme der Epithelhöhe nachweisen. Insofern ist die Wahl der Dosis von 1
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen s.c. für die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen
geeignet, um auch bei der Mehrfachbehandlung uterotrophe Wirkungen erzielen zu können.
Die Untersuchungen ovariektomierter Ratten von Black et al. (1993) nach einer fünfwöchigen
Behandlung mit verschieden Dosen Raloxifen (0,1 - 10 mg/kg Körpergewicht per oral)
ergeben den höchsten Östrogenitätsscore für die Dosis von 0,3 mg/kg Körpergewicht
Raloxifen. Der Östrogenitätsscore wurde anhand des Uterusgewichts und histologischer
Parametern des Uterus bewertet. Die in dieser Arbeit applizierte Dosis von 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen s.c. wurde als uteruswirksame Dosis für die Mehrfachbehandlung
ausgewählt.
In allen Versuchen wurden identische Parameter und Zellzyklusmarker zur Untersuchung der
Proliferation und Differenzierung des Endometriums herangezogen.
Für das Monitoring der Veränderungen im Rattenuterus, wurde die Autopsie der Tiere in
Versuchsgruppen eingeteilt und 2, 5, 8, 24, 36, 48, 60, 72 und 96 Stunden nach der
Einmalbehandlung mit jeder Behandlung durchgeführt. Die Zeitpunkte für die Autopsie der
einzelnen Versuchsgruppen wurden innerhalb der ersten Stunden in Stundenabständen
gewählt, um die unmittelbaren Veränderungen nach Applikation der Testsubstanz
untersuchen zu können. Nach den ersten 24 Stunden wurde das Untersuchungsintervall auf 12
Stunden und nach 48 Stunden auf 24 Stunden verlängert.
Aufgrund der bekannten langen Halbwertszeit von Tamoxifen, wurden die Untersuchungen
bis zum Tag 4 nach der Einmalapplikation durchgeführt. Die Ausscheidung von radioaktiv
markiertem Tamoxifen bei Ratten ist biphasisch mit einer initialen Halbwertszeit von 53
Stunden und einer terminalen Halbwertszeit von 10 Tagen (Furr und Jordan, 1984).
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Bei der Mehrfachbehandlung wurde ein Behandlungszeitraum von 14 Tagen mit 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen gewählt, um subchronische Effekte zu untersuchen und sie von
denen der Einmalbehandlung abgrenzen zu können. Die Autopsie der verschiedenen
Versuchsgruppen wurden analog zur Einmalbehandlung 2, 5, 8, 24 und 48 Stunden p.i.
durchgeführt.
5.1.1 Verwendete Parameter und Marker
Um allgemeine Aussagen über die östrogenen Wirkungen von Tamoxifen und Raloxifen am
Uterus machen zu können, wurden die Parameter Relatives Uterusfeuchtgewicht und die
endometriale Epithelhöhe bestimmt.
Die Bestimmung des Uterusfeuchtgewichts ist ein etablierter Parameter (Fritzemeier und
Hegele-Hartung, 1999), der zur Charakterisiserung von östrogenen Eigenschaften
verschiedenster Substanzen im Uteruswachstumstest von Nagern verwendet wird. Im
Uteruswachstumstest wird bei immaturen oder maturen ovariektomierten Tieren an drei
aufeinanderfolgenden Tagen täglich eine bestimmte Dosis Testsubstanz subkutan oder peroral
appliziert. Am vierten Tag wird die Autopsie der Tiere durchgeführt und die Uterusgewichte,
sowohl das Feuchtgewicht, als auch das Trockengewicht werden bestimmt.
Histomorphologische Untersuchungen des Rattenendometriums trugen Anfang der 70er Jahre
zu grundlegenden Erkenntnissen der 17ß Östradiol induzierten Differenzierung des
Endometriums und des antiöstrogenen Einflusses von Progesteron bei (Ljungkvist, 1971;
Tachi et al., 1972). Die morphometrische Analyse verschiedener Zellsubstrukturen diente
dabei der zusätzlichen Beurteilung von 17ß Östradiol auf den Rattenuterus. Eine sehr einfache
und zuverlässige Methode ist bei histomorphometrischen Untersuchungen die Messung der
Epithelhöhe des Lumenepithels (Ljungkvist, 1971, Tachi et al., 1972).
Für die eingehende Untersuchung der Zellzykluskontrolle durch Tamoxifen und Raloxifen im
Vergleich zu 17ß Östradiol, wurden Marker für den Übergang von ruhenden Zellen zum
Eintritt in den Zellzyklus (G0→ G1), Marker für das Voranschreiten der Zellen von der G1-
zur S- Phase, dem „Start/ Restriction Point“ und Marker für den Beginn der Mitose (G2→ M)
ausgewählt.
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Eine Reihe von Arbeiten hat sich in der Vergangenheit mit der Wirkung von 17ß Östradiol
auf die mRNA und Protein Expression der Protoonkogene fos und jun im Rattenuterus im
Zusammenhang mit der östrogeninduzierten Proliferation des Rattenendometriums
beschäftigt. Webb et al. (1990) und Papa et al. (1991) konnten Anfang der 90er Jahre zeigen,
daß 17ß Östradiol die c-fos mRNA Expression im Rattenuterus kurzzeitig und vorübergehend
induziert.
Die „immediate early genes“ fos und jun wirken als Transkriptionsfaktoren und ihre beiden
Proteine Fos und Jun bilden gemeinsam ein Heterodimer, den AP- 1 Komplex, der an die AP-
1 Stelle der DNA des Zielgens bindet und dort die Transkription weiterer, für die Proliferation
wichtiger Gene aktiviert. Dieser Prozeß beginnt umittelbar nach der Stimulierung durch ein
Mitogen. Deshalb sind die Onkogene fos und jun wichtige Mediatoren in der frühen Phase
des Zellzyklus und werden zeitlich mit dem Eintritt in den Zellzyklus (G0→ G1)
gleichgesetzt.
Sowohl 17ß Östradiol, als auch Tamoxifen, reguliert die AP- 1 Stelle der DNA im Uterus,
Raloxifen hat vermutlich keinen Einfluß auf die AP- 1 Stelle (Pennisi, 1996). 1996 fanden
Yang et al. heraus, daß die östrogenagonistische Wirkung von Raloxifen im Knochen, nicht
über die ERE (estrogen responsive elements), sondern über RRE (raloxifene responsive
elements), einer anderen Bindungsstelle der DNA, vermittelt wird.
Als Indikator für den „Start“ der Proliferation wird cyclin D1 herangezogen.
Die Expression der D- Cyline (D1, 2 und 3) wird durch Wachstumsfaktoren und Hormone
induziert und führt dazu, daß diese D- Cycline CDK4 und in einigen Zellen auch CDK6
aktivieren und gemeinsam Komplexe bilden (Review Hunter und Pines, 1994). Die cyclin/
CDK Komplexe phosphorylieren Proteine, die für den Eintritt in die Synthesephase
notwendig sind. Das Retinoblastoma Protein (Rb) ist das bekannteste und in- vitro einzige
Substrat des cyclin D1/ CDK4- Komplexes (Kato et al., 1993). Inaktives, phosphoryliertes Rb
ermöglicht Zellen den Übergang in die S- Phase und ist an dieser Stelle des Zellzyklus von
zentraler Bedeutung.
Eines der am besten charakterisierten G1- Phase Cycline, ist das Cyclin D1. Die
Konzentration der Cycline verändert sich, wenn Zellen aufgrund eines mitogenen Stimulus in
der G1- Phase des Zellzyklus aktiviert werden (Sherr, 1994). Durch in- vitro Untersuchungen
von MCF-7 Brustkrebszellen wiesen Prall et al. (1997) die östrogeninduzierte Aktivierung der
cyclinabhängigen Kinasen CDK 4 und CDK 2 und die Induktion von Cyclin D1 mRNA und
Protein vor dem Eintritt der Zellen in die S- Phase nach. In- vivo Untersuchungen am
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Nagetier (Geum et al., 1997; Altucci et al., 1997) belegen, daß nach 17ß Östradiolapplikation
die Cyclin D1 mRNA und die mRNA der entsprechenden cyclinabhängigen Kinasen in der
G1- Phase im Uterus deutlich induziert werden.
Die immunhistochemische Bestimmung des Proliferating Cell Nuclear Antigens (PCNA)
wird in dieser Arbeit als Proliferationsmarker herangezogen. PCNA ist ein Protein, das als
Untereinheit der Polymerase δ für die DNA- Synthese und DNA Reparatur notwendig ist
(Bravo et al., 1985) und in der späten G1- und S- Phase des Zellzyklus synthetisiert wird. Die
Halbwertszeit von PCNA beträgt 12 Stunden und PCNA kann aus diesem Grund in der G1-,
der S- , der G2- Phase und unter Umständen auch in der M- Phase nachgewiesen werden
(Woods et al., 1991). Obwohl PCNA aufgrund dieser langen Halbwertszeit keinen
hochspezifischen Marker für einen bestimmten Zellzyklusabschnitt darstellt, ist der
immunhistochemische Nachweis von PCNA eine weit verbreitete Methode zum Nachweis der
Proliferation. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist der zuverlässige
immunhistochemische Nachweis an in Paraffin eingebetteten Geweben, in vielen
unterschiedlichen Spezies und in Gewebepopulationen mit geringer mitotischer Aktivität.
Nachdem die Zellen die DNA dupliziert haben, gelangen sie in die G2- Phase, die vor dem
Eintritt in die Mitose liegt. Dieser Schritt wird wiederum durch cyclin/ CDK Komplexe
kontrolliert. Zusammen mit cyclin B, bildet die cyclinabhängige Kinase cdc2 einen Komplex,
der im phosphorylierten Zustand inaktiv ist und durch die Cdc25C Phosphatase
dephosphoryliert und dadurch aktiviert wird. Ist die DNA unvollständig repliziert oder defekt,
wird der Komplex nicht dephosphoryliert und die Zelle bleibt in der G2- Phase arretiert
(Review Hunter und Pines, 1994). Dieser Schutzmechanismus ist in Tumorzelllinien
abhanden gekommen und diese Zellen beginnen die Mitose auch mit defekter DNA.
Cdc2 p34 wird in dieser Arbeit zum Nachweis der Zellen benutzt, um Zellen, die kurz vor der
Mitose am Übergang von G2- zur M- Phase stehen, nachzuweisen.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse
5.2.1 Auswirkung der Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen auf das Relative Uterusfeuchtgewicht und die
endometriale Epithelhöhe/-länge der ovariektomierten Ratte
5.2.1.1 Nach der Einmalbehandlung
Die Ergebnisse der Relativen Uterusfeuchtgewichte nach der subkutanen Einmalbehandlung
mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol in Abb. 7 zeigen einen maximalen Anstieg nach 36
Stunden mit dem 1,75fachen Wert der Vehikeltiere. Anhand der zahlreichen
Untersuchungszeitpunkte wird besonders deutlich, daß diese Zunahme schon fünf Stunden
p.i. einsetzt und bis 96 Stunden p.i. anhält.
Die Ergebnisse der Behandlung mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen zeigen ebenfalls eine
deutliche Zunahme des Relativen Uterusfeuchtgewichts mit dem 1,8fachen Maximalwert 48
Stunden p.i. im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 8a). Das Ergebnis der Einmalapplikation
von 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen zeigt eine deutliche Zunahme mit dem 1,79fachen
Maximalwert acht Stunden p.i. im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abb. 8b).
Die 17ß Östradiol Ergebnisse sind konsistent mit Literaturberichten: Sahlin und Eriksson
(1996) konnten bei der ovariektomierten Ratte nach einer subkutanen Einmalapplikation von
20 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol 24 Stunden p.i. eine Verdopplung des
Uterusfeuchtgewichts im Vergleich zur Vehikelgruppe feststellen.
Nach einer subkutanen Einmalapplikation von 10 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol und 0,5
mg/kg Körpergewicht Tamoxifen konnten Holinka et al. (1980) im Uteruswachstumstest bei
immaturen Ratten 24 Stunden nach der ersten Applikation bei beiden Substanzen eine
Zunahme des Uterusfeuchtgewichts gegenüber der Kontrollgruppe feststellen.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen für Tamoxifen im Gegensatz zu 17ß
Östradiol einen späten und langanhaltenden Uterusgewichtsanstieg mit dem Maximalwert 48
Stunden p.i. und signifikant erhöhten Werten bis 96 Stunden p.i.. Dix und Jordans (1980)
Untersuchungen der Östrogenrezeptorbindung im Zytoplasma und im Kern, konnten eine
verlängerte Retention des Östrogenrezeptors im Kern bei Tamoxifen im Vergleich zu 17ß
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Östradiol und Monohydroxytamoxifen, dem Hauptmetaboliten von Tamoxifen, feststellen.
Diese Retention, sowie die lange Halbwertszeit von Tamoxifen kommen als Ursache für den
späten Anstieg des Uterusfeuchtgewichts, sowie die langanhaltende, uterusstimulierende
Wirkung über 96 Stunden in Betracht.
Durch Untersuchungen der östrogenen Eigenschaften von Tamoxifen bei immaturen Ratten,
konnten Jordan et al. (1981) nach einmaliger subkutaner Applikation von 10, 50 und 100 µg
Tamoxifen pro Tier deutliche Anstiege der Uterusfeuchtgewichte in der höchsten Dosis
feststellen. Der Maximalwert des Uterusfeuchtgewichts der mit 100 µg Tamoxifen
behandelten Ratten wurde erst 48 Stunden p.i. erreicht.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen nach Einmalapplikation von 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen eine deutliche und schnelle Zunahme des Uterusfeuchtgewichts, die
jedoch 24 Stunden nach der Applikation wieder rückläufig ist.
Ashby et al. (1997) konnten 24 Stunden nach der letzten Applikation eine geringe, jedoch
signifikante Zunahme des Uterusfeuchtgewichts im Uteruswachstumstest an maturen
ovariektomierten Ratten nach oraler Applikation von 0,1 mg/kg Körpergewicht Raloxifen im
Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren belegen.
In Untersuchungen zur Pharmakokinetik von Raloxifen bei Ratten, wurde eine Halbwertszeit
von 6,6 Stunden nach einer oralen Dosis von 0,4 mg/kg Körpergewicht und ein
Plasmaspitzenwert von 0,3 µg/ml Plasma nach 30 Minuten festgestellt (Lindstrom et al.,
1984). Die kurze Halbwertszeit von Raloxifen und der schnelle Abbau von Raloxifen im
Körper stellen ein mögliche Erklärung für das schnelle Erreichen des maximalen
Uterusfeuchtgewichts nach acht Stunden dar.
Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse des Relativen Uterusfeuchtgewichts dieser
Arbeit bei der ovariektomierten Ratte, daß nicht nur 17ß Östradiol, sondern auch Tamoxifen
und insbesondere Raloxifen nach der Einmalapplikation eine signifikante Zunahme des
Uterusgewichts bewirkt, die bei Raloxifen acht Stunden p.i. und bei Tamoxifen 48 Stunden
p.i. oberhalb des Niveaus der 17ß Östradiolgruppe zum vergleichbaren Zeitpunkt liegt. Der
unterschiedliche Metabolismus von Raloxifen und auch von Tamoxifen stellt eine Erklärung
für diese unterschiedlichen zeitlichen Verläufe dar. Es wird aber auch deutlich, daß nicht nur
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die Interaktion des Östrogenrezeptors mit Tamoxifen, sondern auch die mit Raloxifen eine
uterotrophe Reaktion nach Einmalbehandlung hervorruft.
Vergleicht man die Ergebnisse der Epithelhöhe mit denen des Uterusfeuchtgewichts nach der
Einmalapplikation, kann für 17ß Östradiol und Tamoxifen eine grobe Übereinstimmung
zwischen diesen beiden Parametern hergestellt werden. Raloxifen induziert eine nur leichte
Zunahme der Epithelhöhe, die 36 Stunden p.i. 1,44fach so hoch wie die Kontrolle ist (siehe
Abb. 12b).
17ß Östradiol bewirkt 24 Stunden p.i. eine deutliche Zunahme der luminalen Epithelhöhe, die
jedoch transient und 36 und 48 Stunden p.i. schon wieder rückläufig ist. Demgegenüber tritt
die Zunahme des Uterusfeuchtgewichts nach 17ß Östradiolapplikation früher auf (5 Stunden
p.i.) und hält länger (bis 72 Stunden p.i.) an. Dieser frühe Uterusgewichtsanstieg fünf Stunden
nach 17ß Östradiolapplikation ist bedingt durch einen massiven Wassereinstrom und wurde
von Astwood (1938) bereits als typische 17ß Östradiolantwort sechs Stunden nach subkutaner
Applikation von 1 µg 17ß Östradiol beschrieben. Er konnte zudem zeigen, daß der
Uterusfeuchtgewichtanstieg sechs Stunden nach Applikation direkt proportional zu
Östradioldosis ist.
Die massive Zunahme der Epithelhöhe bei Tamoxifen bis zu 4,6fach so hohen Werten im
Vergleich zur Kontrollgruppe, ist ein klarer Beleg für die ausgeprägte östrogene Wirkung von
Tamoxifen nach Einmalapplikation auf das Endometrium der ovariektomierten Ratte. Die
Einmalapplikation von Tamoxifen bewirkt ab 48 Stunden p.i. eine signifikante Zunahme der
luminalen Epithelhöhe, die sich bis zum Ende der Untersuchungszeitpunkte (96 Stunden p.i.)
fortsetzt und verstärkt. Auch die Uterusfeuchtgewichte nehmen nach Einmalapplikation von
Tamoxifen im Zeitraum 36- 96 Stunden p.i. deutlich zu.
Histomorphometrische Untersuchungen der Wirkung von 17ß Östradiol und Clomifencitrat,
einem SERM aus der Gruppe der Triphenylethylene, an ovariektomierten Ratten stimmen mit
den Epithelhöhenergebnissen für 17ß Östradiol und Tamoxifen im Grundsatz überein (Hosie
und Murphy, 1995). 24 Stunden nach der drei Tage langen Applikation von täglich 0,5 µg 17ß
Östradiol (s.c.) oder 1,25 mg Clomifencitrat (intraperitoneal), konnten Hosie und Murphy in
der 17ß Östradiolgruppe eine endometriale Epithelhöhe von 32,34 ± 1,12 µm, in der
Clomifencitratgruppe von 61,74 ± 1,84 µm und in der Vehikelgruppe von 10,65 ± 1,78 µm
messen.
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Trotz der Zunahme des Relativen Uterusfeuchtgewichts nach Raloxifenbehandlung, bewirkt
nur die Einmalbehandlung mit Tamoxifen und 17ß Östradiol eine massive Zunahme der
Epithelhöhe in der ovariektomierten Ratte. Die Einmalapplikation von Raloxifen bewirkt nur
eine geringfügige Zunahme der luminalen Epithelhöhe im Zeitraum 36- 48 Stunden p.i., die
jedoch nicht vergleichbar mit der signifikanten Zunahme des Uterusfeuchtgewichts acht
Stunden p.i. ist. Die fehlende Epithelstimulation durch Raloxifen liegt möglicherweise in der
unterschiedlichen Signaltransduktion des Raloxifen- Östrogenrezeptor Komplexes und den
RRE (raloxifene responsive elements) begründet (Yang et al., 1996). Falls Raloxifen durch
Interaktion mit dem Östrogenrezeptor an anderer Stelle der DNA, an den RRE und nicht an
ERE (estrogen responsive elements) bindet und somit auch nicht die Signaltransduktion
bestimmter Zielgenen induziert, könnte dies die unterschiedliche Wirkung von Raloxifen
erklären. Die AP- 1 Bindungsstelle der DNA hat ebenfalls eine wichtige Funktion im
klassischen Modell des Östrogenrezeptors mit seinem Liganden (Pennisi, 1996).
Möglicherweise gibt es auch in diesem Zusamenhang Unterschiede zwischen der
„klassischen“ Östrogenrezeptor- Ligand induzierten Kaskade von Signalen und der durch den
Raloxifen- Östrogenrezeptor- Komplex ausgelösten Signale.
5.2.1.2 Nach der Mehrfachbehandlung
Die Ergebnisse des Relativen Uterusfeuchtgewichts in Abb. 10 demonstrieren, daß die 14
Tage lange subkutane Behandlung mit täglich 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol eine
Zunahme des Gewichts mit Werten, die über dem Niveau der Mittelwerte nach der
Einmalbehandlung liegen bewirkt und im Durchschnitt das 4,8fache des Vehikels betragen.
Die Ergebnisse der Behandlung mit Tamoxifen und Raloxifen liegen ebenso über den Werten
der Vehikelgruppe (im Durchschnitt für Tamoxifen 2,3fach und für Raloxifen 1,6fach), aber
insgesamt deutlich unterhalb der Werte der 17ß Östradiolgruppen.
Die Ergebnisse für 17ß Östradiol und Tamoxifen bezüglich der Stimulierung der
Uterusgewichte setzen die Reihe bekannten Literaturdaten fort. Ke et al. (1997) beschreiben
nach einer vierwöchigen Behandlung mit 3 bzw. 30 µg/kg Körpergewicht Ethinylöstradiol
und mit 0,1 bzw. 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen einen signifikanten Anstieg des
Uterusfeuchtgewichts an der ovariektomierten Ratte gegenüber der Vehikelkontrolle. Am
Ende der Behandlung betrugen die Werte der Ethinylöstradiolgruppe maximal das 2,5fache
und die Werte der Tamoxifengruppe maximal das 1,4fache der Vehikelgruppe. Auch Kalu et
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al. (1991) konnten nach 40 Tage langer täglicher Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol und 400 µg/kg Körpergewicht Tamoxifen (s.c.) für 17ß Östradiol 4,4fach und für
Tamoxifen 1,8fach so hohe Werte verglichen mit der Vehikelkontrolle messen.
Demgegenüber zeigt eine fünfwöchige Behandlung ovariektomierter Ratten mit
verschiedenen Raloxifendosen eine nur geringe uterotrophe Wirkung (Black et al., 1994): 0,3
mg/kg Körpergewicht Raloxifen per oral steigert das Uterusgewicht nur um das 1,6fache im
Vergleich zur Vehikelkontrolle. Nach einer vier Monate langen Behandlung ovariektomierter
Ratten mit 1 - 10 mg/kg Körpergewicht Raloxifen (per oral) kann kein Unterschied des
Uterusfeuchtgewichts im Vergleich zur Vehikelkontrolle mehr festgestellt werden (Evans et
al., 1996).
Faßt man die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen, so zeigt sich ein zunehmender Unterschied
der Ergebnisse des Uterusfeuchtgewichts zwischen der Einmal- und der Mehrfachbehandlung
für Tamoxifen und Raloxifen. Während die Einmalapplikation von Tamoxifen und Raloxifen
noch eine deutliche Zunahme des Relativen Uterusfeuchtgewichts (Maximalwerte 46,77, bzw.
45,89 mg/100g Körpergewicht) bewirken, führt eine Mehrfachbehandlung in Abhängigkeit
von der Behandlungslänge zu einer zunehmend geringeren Uterusstimulation (Maximalwerte
33,56, bzw. 22,74 mg/100g Körpergewicht). Demgegenüber führt eine 17ß
Östradiolapplikation zu höheren Werten des Uterusfeuchtgewichts je länger behandelt wird.
In Untersuchungen zur antiöstrogenen Wirkung von Tamoxifen immaturer Ratten applizierten
Jordan et al. (1981) im Uteruswachstumstest drei Tage lang subkutan gleichzeitig
verschiedene Dosen von Tamoxifen (1, 4, 16 und 64 µg) und 0,64 µg 17ß Östradiolbenzoat.
Im Vergleich zur ausschließlich mit 0,64 µg 17ß Östradiolbenzoat behandelten Gruppe, lagen
die Uterusfeuchtgewichte im Mittel unterhalb der Östradiolbenzoatwerte, wobei eine
deutliche Abhängigkeit von der Tamoxifendosis erkennbar war. Die geringste
Tamoxifendosis (1µg) und 0,64 µg 17ß Östradiolbenzoat ergaben die höchsten
Uterusfeuchtgewichte und umgekehrt ergaben die höchste Tamoxifendosis (64 µg) und 0,64
µg 17ß Östradiolbenzoat die niedrigsten Uterusfeuchtgewichte. Dieses Ergebnis belegt eine in
Abhängigkeit von der Dosis und dem Vorhandensein von Östradiolbenzoat deutliche
östrogenantagonistische Wirkung von Tamoxifen. Erklärbar ist das Ergebnis durch
kompetitive Verdrängung von Östradiolbenzoat am Östrogenrezeptor durch Tamoxifen in
höheren Dosierungen.
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Möglicherweise überwiegen bei der Mehrfachbehandlung der Tamoxifen- und
Raloxifengruppen die antiöstrogenen Eigenschaften von Tamoxifen und Raloxifen und
erklären die geringe Uterusstimulation. Die Untersuchung der Lumenlänge unterstreicht das
Ergebnis ebenfalls, da nur die 14 Tage lange Behandlung mit 17ß Östradiol eine deutliche
Zunahme der Epithellänge mit dem Maximalwert 8 Stunden nach der letzten Applikation im
Vergleich zur Kontrollgruppe bewirkt. Zieht man auch das histologisch stärker aufgefächerte
Endometriumpithel nach der 17ß Östradiolbehandlung in Betracht, spiegelt sich mit dem
Anstieg der Epithellänge eine gesteigerte Proliferation wieder.
Die Ergebnisse der vierzehn Tage langen Behandlung mit 17ß Östradiol und Tamoxifen für
die Epithelhöhe ist abhängig vom betrachteten Zeitpunkt. Insgesamt liegen die Werte der
Epithelhöhe deutlich über den Werten der Vehikeltiere und acht Stunden p.i. ist der Wert der
17ß Östradiolgruppe 5,6fach und der Wert der Tamoxifengruppe 4,6fach so hoch wie der
Vehikelwert. 48 Stunden p.i. ist das Verhältnis umgekehrt mit dem 2,7fachen Wert der 17ß
Östradiolgruppe und dem 4,2fachen Wert der Tamoxifengruppe. Die lange anhaltende
Wirkung von Tamoxifen ist am ehesten durch die lange Halbwertszeit von 53 Stunden (Furr
und Jordan, 1953) zu erklären. Die Betrachtung des Zeitpunkts scheint auch in
Untersuchungen bei der ovariektomierten Ratte von Ke et al. (1997) ein Rolle in der
Beurteilung zu spielen, denn nach einer vier Wochen langen Behandlung mit 3 bzw. 30 µg/kg
Körpergewicht Ethinylöstradiol und mit 0,1 bzw. 1 mg/kg Körpergwicht Tamoxifen (beides
per oral), findet man für Tamoxifen die höchsten Werte für die Epithelhöhe für beide
Tamoxifendosen (maximal 2,6fach), gefolgt von Ethinylöstradiol (maximal 2fach). Darüber
hinaus sind die absoluten Werte der Epithelhöhe der 17ß Östradiolgruppen nach der
Mehrfachbehandlung insgesamt höher als nach der Einmalbehandlung. Für Tamoxifen trifft
diese Aussage auf Grund des heterogenen, histologischen Bildes nicht zu. Das endometriale
Lumenepithel erscheint teilweise hyperproliferiert und das endometriale Stroma ist „nackt“.
Es ist kein endometriales Lumenepithel zu finden.
Die Ergebnisse der Epithelhöhe nach der vierzehn Tage langen Behandlung zeigen, daß
Raloxifen die Epithelhöhe im Lumen nur minimal beeinflußt. Zwei bis 48 Stunden nach der
letzten Applikation liegen die Werte nur leicht über dem Niveau der Kontrollgruppen (1,1 bis
2fach). Dieser Unterschied ist zwei Stunden p.i. mit doppelt so hohen Werten noch am
ausgeprägtesten.
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In Untersuchungen von Black et al. (1994) nach fünfwöchiger Behandlung mit verschie-
denen Dosen von Raloxifen bei der ovariektomierten Ratte, ergab sich für die Dosis von 0,3
mg/kg Körpergewicht Raloxifen der höchste Anstieg um das 1,5fache des Epithelhöhe im
Vergleich zur Vehikelkontrolle und für 0,1 mg/kg Ethinylöstradiol der 3,1fache Anstieg.
Der Vergleich der hier vorgestellten Ergebnisse mit Ergebnissen aus der Literatur macht
deutlich, daß auch die vierzehntägige subkutane Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol und 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen eine Zunahme der Epithelhöhe im Zeitraum
2 - 48 Stunden nach der letzten Applikation bewirken, wobei der zeitliche Verlauf der beiden
Testsubstanzen unterschiedlich ist. Im Gegensatz dazu und im Gegensatz zur
Einmalbehandlung führt eine Mehrfachapplikation mit 0,3 mg/kg Raloxifen zu keiner
wesentlichen Epithelstimulierung. Die Ergebnisse aus der Literatur stimmen mit den hier
vorgestellten Ergebnissen für Tamoxifen und Raloxifen überein.
5.2.2 Auswirkung der Behandlung mit 17ß Östradiol auf die
Serumöstradiolspiegel der ovariektomierten Ratte
5.2.2.1 Nach der Einmalbehandlung
Die Ergebnisse des Radioimmunassays zeigen deutlich zwei Stunden nach einer einmaligen
Applikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol die höchsten Serum- 17ß
Östradiolwerte von 776,84 ± 215,84 pmol/l. Auch fünf und acht Stunden p.i. liegen die
Mittelwerte noch deutlich über der Kontrolle. 24 Stunden nach der Applikation liegen die
Mittelwerte (86 ± 14,46 pmol/l) auf dem Niveau der Vehikelwerte (zwischen 69,56 ± 19,62
und 120,36 ± 12,78 pmol/l).
Während des Proöstrus von intakten Ratten liegen die Serumwerte von 17ß Östradiol bei 184
± 20,3 pmol/l (Sahlin et al., 1994). Das bedeutet für die Serumwerte nach der
Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht, daß sie bis zum Zeitpunkt 24 Stunden p.i.
über den Werten von intakten Tieren im Proöstrus liegen.
In einem Versuchsansatz von Katsuda et al. (1999) zum Nachweis der Östrogenrezeptor
mRNA durch In- situ Hybridisierung im Uterus von ovariektomierten Ratten waren die
Serum- 17ß Östradiolwerte 24 Stunden nach einer zweitägigen subkutanen Applikation von 5
µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol/Tag 4fach so hoch wie die der Vehikelgruppe. Dieses
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Ergebnis steht im Gegensatz zu den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen der Serum-
17ß Östradiolwerte mit vergleichbaren Mittelwerten der 17ß Östradiol behandelten Tiere und
der Vehikelgruppe (86 ± 14,46 versus 79,52 ± 34,4 pmol/l) 24 Stunden p.i.. Denkbare Gründe
für diesen Unterschied in den Serumspiegeln 24 Stunden p.i. stellen der unterschiedliche
Vehikel (in dieser Arbeit Arachisöl, Diemethylsulfoxid bei Katsuda et al., 1999), die
Behandlungsweise (Einmalapplikation statt der Zweimalapplikation) und die unterschiedliche
Sensitivität und Spezifität der verwandten Radioimmunassays dar.
5.2.2.2 Nach der Mehrfachbehandlung
Die Ergebnisse der Mehrfachbehandlung zeigen einen ähnlichen zeitlichen Verlauf wie die
der Einfachbehandlung (siehe Abb. 17 und 18) mit dem höchsten Mittelwert von 578,78 ±
127,872 pmol/l zwei Stunden nach der letzten Applikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol, dem raschen Abfall des Serum- 17ß Östradiols und vergleichbaren Werten der 17ß
Östradiol- und Vehikelgruppe 24 Stunden p.i.
Nach der 14 tägigen subkutanen Applikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol pro
Tag, sind die Ergebnisse der Serum- 17ß Östradiolwerte der ovariektomierten Ratten von
Katsuda et al (1999) ebenfalls mit denen der zweitägigen Behandlung vergleichbar. Das
bedeutet, daß eine zweitägige Behandlung von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol
ausreicht, um steady-state Bedingungen herzustellen.
Unter Berücksichtigung der unterschiedlichen RIA Methoden bei der Bestimmung des
Serum- 17ß Östradiols, einmal mit der Charcoal- und bei der Mehrfachbehandlung mit der
solid- phase Methode, gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Maximalwerten
zwei Stunden nach der letzten Applikation bei Einmalbehandlung und der
Mehrfachbehandlung. Die zeitlichen Verläufe von Einmal- und Mehrfachbehandlung sind
insgesamt vergleichbar und belegen zudem, daß es nach 14 tägiger Behandlung zu keiner
Kumulation von 17ß Östradiol kommt. Die gewählte Östradioldosis von 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol liefert ausreichende Serumspiegel für die Mehrfachbehandlung,
da bis 24 Stunden p.i. nach der Einmalbehandlung die Serumspiegel leicht über dem Niveau
von intakten Ratten im Proöstrus liegen.
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5.2.3 Auswirkung der Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen auf die Protoonkogene v-fos und c-jun (G0→ G1)
5.2.3.1 Nach der Einmalbehandlung
Die Daten zahlreicher Untersuchungen der „immediate early genes“ c-fos und c-jun mit
verschiedenen Methoden in der Literatur ergeben eine signifikante und kurzzeitige Induktion
der c-fos und c-jun mRNA Expression im Rattenuterus durch einen Östrogenstimulus (Webb
et al. 1993; Nephew et al. 1993; Bigsby et al. 1994). Die Verteilung der c-fos und c-jun
mRNA (In- situ Hybridisierung, Nephew et al. 1994, 1995) und der Onkoproteine Fos und
Jun (Immunhistochemie, Gibbs et al. 1990, Papa et al. 1991; Webb et al. 1990/1993; Nephew
et al. 1993, Boettger- Tong et al. 1995) ist gewebespezifisch lokalisiert und unterschiedlich im
Expressionverhalten der Onkogene in den verschiedenen Gewebekompartimenten
(Endometrium, Stroma und Myometrium) bei immaturen und bei maturen Ratten.
Zusammengefaßt machen die hier vorgestellten c-fos Ergebnisse der Northern Hybridisierung
wie auch die der Immunhistochemie deutlich, daß die Einmalapplikation von 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol c-fos kurzzeitig und vorübergehend im Uterus der
ovariektomierten Ratte induziert. Auf der mRNA Ebene wird diese Induktion zwei und fünf
Stunden nach der Applikation, auf der Proteinebene fünf Stunden p.i. deutlich. Das Protein
Fos wird nur in den Zellkernen von endometrialen Epithelzellen des Drüsen- und des
Lumenepithels exprimiert.
Diese Resultate stimmen mit folgenden Untersuchungen in der Literatur überein: Gibbs et al.
(1990) konnten mit der Slot Blot Anlayse eine deutliche Induktion der c-fos mRNA
Expression im gesamten Uterus von maturen, ovariektomierten Ratten drei und sechs Stunden
nach 17ß Östradiolbehandlung (5 µg 17ß Östradiol und 5 µg Östradiolbenzoat s.c.)
nachweisen. Das Protein Fos konnten sie mit der Immunhistochemie drei und am stärksten
sechs Stunden nach der 17ß Östradiolbehandlung in den Epithelzellen des Uterus detektieren.
Nephew et al. (1995) konnten im Uterus der maturen, ovariektomierten Ratte durch In- situ
Hybridisierung eine deutlich c-fos mRNA Expression in den Epithelzellen des Lumens und
der Drüsen drei Stunden nach einmaliger Applikation von 1 µg 17ß Östradiol nachweisen.
Immunhistochemisch konnten Papa et al. (1991) mit einem polyklonalen c-fos Antikörper bei
maturen, ovariektomierten Ratten zeigen, daß besonders zwei und abgeschwächt sechs
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Stunden nach einmaliger intraperitonealer 17ß Östradiolapplikation von 15 µg/kg
Körpergewicht die Zellkerne im Epithel des Lumens und der Drüsen gefärbt sind. Boettger-
Tong et al. (1995) zeigten, daß bei der immaturen, ovariektomierten Ratte, Fos drei Stunden
nach 17ß Östradiolbehandlung mit 40 µg/kg Körpergewicht sowohl im Epithel, als auch im
Stroma und Myometrium exprimiert wird.
Der Northern Blot in Abb. 19 zeigt deutlich, daß v-fos nach einer Einmalapplikation von 17ß
Östradiol kurzzeitig und stark induziert wird und die v-fos mRNA des gesamten Rattenuterus
5 Stunden p.i. maximal exprimiert wird.
Die Immunfärbung mit dem polyklonalen c-fos Antikörper aus dem Kaninchen von Abb. 28
zeigt fünf Stunden nach 17ß Östradiolinjektion die Lokalisation des Onkoproteins Fos in den
endometrialen Epithelzellen des Lumens und der Drüsen. Weder im endometrialen Stroma,
noch im Myometrium ist eine deutliche Immunfärbung erkennbar. In den Gewebeschnitten
der 17ß Östradiolgruppe und der Kontrolltiere aller anderer Zeitpunkte, kann Fos nicht
detektiert werden.
Der Northern Blot von Abb. 22 weist eine deutliche c-jun mRNA Expression im gesamten
Rattenuterus acht Stunden nach der Applikation von 5 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol
nach.
Die Ergebnisse früher Arbeiten von Weisz et al. (1990) und Webb et al. (1990) zeigten im
zeitlichen Verlauf Unterschiede der c-jun mRNA Induktion im gesamten Rattenuterus durch
17ß Östradiol bei der geschlechtsreifen, ovariektomierten Ratte. Die Ergebnisse der Northern
Blot Analayse der c-jun mRNA von Webb et al. (1990) ergaben eine deutliche Expression im
Rattenuterus schon drei Stunden nach Applikation von 2 µg 17ß Östradiol s.c..
Sowohl Nephew et al. (1994), als auch Bigsby et al. (1994) konnten durch ihre
Untersuchungen zeigen, daß die c-jun mRNA nach 17ß Östradiolapplikation nicht in den
Epithelzellen des Uterus exprimiert wird, sondern dort im Gegenteil supprimiert wird. Durch
die Ergebnisse von Nephew et al. (1994) mit der In- situ Hybridisierung, die eine deutliche c-
jun mRNA Expression im Myometrium des Rattenuterus zeigten, konnte er die Ergebnisse
vorangegangener Arbeiten, die ein deutliche Expression der c-jun mRNA im gesamten
Rattenuterus durch 17ß Östradiolapplikation ergaben bestätigen. Seine Ergebnisse belegten
aber deutlich, daß diese Expression im Myometrium lokalisiert ist. Zur Familie der jun
Protoonkogene gehören neben c-jun, auch jun-B und jun-D. Die Untersuchungen dieser
verschiedenen jun Protoonkogene von Nephew et al. (1994) weisen auf eine wichtige Rolle
der Fos- Jun-B Heterodimere, den Proteinen der beiden Protoonkogene c-fos und jun-B im
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Gegensatz zu der bislang propagierten Bedeutung der Fos-Jun Heterodimere, bestehend aus
den Proteinen der beiden Protoonkogene c-fos und jun-B hin.
Insgesamt sind die hier vorgestellten Ergebnisse der Northern Blot Analysen der c-jun mRNA
nach Einmalbehandlung mit 17ß Östradiol vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Autoren.
Durch die Analyse des gesamten Rattenuterus lassen sie keine Rückschlüsse auf die
Gewebeverteilung zu.
Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen der v-fos und der c-jun mRNA im Rattenuterus
nach Einmalbehandlung mit den beiden SERMs Tamoxifen und Raloxifen (siehe Abb. 20/21
und 23/24), weisen bei Tamoxifen für v-fos einen im Vergleich zu 17ß Östradiol biphasischen
Verlauf mit zwei Expressionsspitzen nach 5- 8 Stunden und 60 Stunden auf. Die c-jun mRNA
weist ebenfalls einen biphasischen Expressionverlauf mit einer ersten Spitze acht Stunden p.i.
und einem verspäteten zweiten Peak 60 Stunden p.i. auf.
Raloxifen induziert eine sehr abgeschwächte, 17ß Östradiol ähnliche Antwort der v-fos
mRNA mit maximaler Expression fünf Stunden p.i.. Bei c-jun ist der mRNA
Expressionsverlauf wie bei Tamoxifen biphasisch mit zwei deutlichen Peaks acht und 60
Stunden p.i..
Gründe für die biphasische Induktion der v-fos mRNA bei Tamoxifen könnten der
Metabolismus von Tamoxifen mit langsamer Verteilung im Gewebe und die von Dix und
Jordan (1980) nachgewiesene, verlängerte Retention des Östrogenrezeptors im Kern sein.
Erstaunlich ist, daß Raloxifen zwar eine abgeschwächte, aber eine deutlich monophasische,
„östrogenähnliche“ v-fos mRNA Antwort bewirkt. Auf der Proteinebene wird durch
Raloxifen aber kein Fos exprimiert. Trotz Induktion der v-fos mRNA ist bei beiden SERMs
im gesamten Rattenuterus zu keinem der untersuchten Zeitpunkte immunhistochemisch eine
deutliche Proteinexpression mit dem c-fos Antikörper erkennbar. Dieses Ergebnis steht in
klarem Gegensatz zu dem Ergebnis der 17ß Östradiolbehandlung, wo nach Induktion der
mRNA auch das entsprechende Protein nachgewiesen werden kann. Die beiden SERMs
vermögen zwar die v-fos mRNA zu induzieren, aber es erfolgt anschließend keine
Proteinexpression. Eine Erklärungsmöglichkeit ist, daß grundsätzliche Unterschiede in der
durch den Liganden- Östrogenrezeptor Komplex ausgelösten Kaskade zwischen 17ß
Östradiol und Tamoxifen einerseits bzw. Raloxifen andrerseits bestehen.
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Northern Blot Untersuchungen von Nephew et al. (1993) konnten zeigen, daß die Applikation
von Tamoxifen die c-fos und insbesondere die jun-B mRNA, jedoch nicht die c-jun und jun-D
mRNA im Rattenuterus der ovariektomierten Ratte induziert. Im Gegensatz zur massiven und
kurzzeitigen c-fos mRNA Expression nach 17ß Östradiolapplikation, bewirkte Tamoxifen
eine relativ flach verlaufende und langandauernde Induktion der c-fos mRNA bis 48 Stunden
nach der Tamoxifeninjektion. Die Transkription der c-jun und jun-D mRNA war im
untersuchten Zeitraum von 48 Stunden p.i. nur 1,3 - 1,6fach stärker. Weiterführende
Untersuchungen Nephews von 1996 mit der In- situ Hybridisierung belegten, daß die mRNA
von c-fos und jun-B auch noch 7 Tage nach Einmalapplikation von 1mg/kg Körpergewicht
Tamoxifen deutlich in den Epithelzellen des Rattenuterus exprimiert ist. Auf der anderen
Seite konnte er keine Übereinstimmung mit der ausschließlichen c-jun mRNA Expression im
Myometrium des Rattenuterus wie bei 17ß Östradiolapplikation (Nephew et al., 1994) zeigen,
sondern im Gegenteil dazu leichte Signale von c-jun mRNA in den endometrialen
Epithelzellen sieben Tagen nach Applikation von Tamoxifen.
Abschließend kann festgehalten werden, daß v-fos und c-jun nach Einmalapplikation von 17ß
Östradiol als Transkriptionsfaktoren eine Rolle in der Proliferation des Endometriums spielen.
Nach kurzzeitiger und vorübergehender Induktion der v-fos mRNA (2 - 5 Stunden) wird das
Fos Protein im Epithel exprimiert.
Beide SERMs, sowohl Tamoxifen als auch Raloxifen induzieren die Transkription der beiden
Protoonkogene v-fos und c-jun mit einem biphasischen Verlauf. Posttranskriptionell scheinen
bei Tamoxifen und auch bei Raloxifen andere Mechanismen ausgelöst zu werden, denn nach
Einmalapplikation beider Substanzen wird kein Fos Protein im Epithel exprimiert, was für die
Bildung des AP- 1 Komplexes notwendig ist.
5.2.3.2 Nach der Mehrfachbehandlung
Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen der v-fos und c-jun mRNA in Abb. 21 und 26
zeigen ganz deutlich nach 14 Tage langer Behandlung, daß nur durch 17ß Östradiol die
beiden Protoonkogene v-fos und c-jun im Rattenuterus bis zum untersuchten Zeitpunkt 48
Stunden p.i. deutlich exprimiert werden. Zwei Stunden nach Applikation von 17ß Östradiol
werden beide Protoonkogene stark exprimiert.
Die immunhistochemische Untersuchung kann Fos trotz Induktion der v-fos mRNA an allen
untersuchten Zeitpunkten nach Langzeitbehandlung mit 17ß Östradiol nicht nachweisen
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(siehe Tabelle 9). Ähnlich wie bei der Einmalbehandlung mit den beiden SERMs, wird durch
die Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol die v-fos mRNA induziert, aber kein Protein
gebildet. Wie schon im vorhergehenden Kapitel diskutiert, kann aus den Northern
Hybridisierungen von Uterusgewebehomogenaten kein Rückschluß auf die verantwortliche
Zellpopulation geschlossen werden. Es ist aber auch möglich, daß die normale
Signaltransduktion nach der Einmalbehandlung, nach der Mehrfachbehandlung zwischen
mRNA und Proteinexpression unterbrochen wird.
Nach zwei Wochen Behandlung wird die v-fos mRNA weder durch Tamoxifen, noch durch
Raloxifen induziert und auch die c-jun mRNA in Abb. 26 wird durch Tamoxifen im
Vergleich zur 17ß Östradiolgruppe nur unwesentlich nach zwei und fünf Stunden exprimiert.
Das Fos Protein kann in Gewebeschnitten der Raloxifen- und Tamoxifengruppen durch die
immunhistochemischen Untersuchung nicht detektiert werden (siehe Tabelle 9).
Im Vergleich zur Einmalbehandlung machen die hier vorgestellten Untersuchungen deutlich,
daß nach der Mehrfachbehandlung von 14 Tagen mit 17ß Östradiol die v-fos und die c-jun
mRNA kurzzeitig und stark induziert werden. Die multiple Applikation von 17ß Östradiol
reduziert die Induktion der beiden Protoonkogene nicht, führt aber auch nicht zur
Proteinexpression im Epithelgewebe. Im Gegensatz dazu können die Behandlungen mit
Tamoxifen und Raloxifen keine Transkription von v-fos und c-jun induzieren und es ist
fraglich, inwiefern bei der gesteigerten Proliferation, die nach ein- und zweimaliger Gabe von
Tamoxifen bei der ovariektomierten Maus zystische Hyperplasien auslöst (Martin et al.,
1978), der Transkriptionsfaktor c-fos als Mediator ein Rolle spielt.
5.2.4 Auswirkung der Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen auf cyclin D1 (G1→ S)
5.2.4.1 Nach der Einmalbehandlung
Die cyclin D1 mRNA Expression nach der Einmalapplikation von 5 µg/kg Körpergewicht
17ß Östradiol in Tabelle 7 ergibt einen zyklischen Verlauf von cyclin D1 mit den deutlichsten
Ausprägungen zuerst bis acht Stunden, dann nach 36 Stunden und zuletzt nach 72 und 96
Stunden.
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Bei der mit 17ß Östradiol behandelten, ovariektomierten Ratte konnten Altucci et al. (1997)
durch Northern Blot Analysen der endometrialen mRNA der Cycline D1, D2, D3 und E einen
zeitabhängigen Anstieg der relativen mRNA Expression dieser G1 Cycline in einem Zeitraum
von 32 Stunden nach der Behandlung zeigen. Die cyclin D1 mRNA erreichte nach 8 Stunden
einen Peak mit ungefähr der dreifachen Expression im Vergleich zur Kontrolle. Zusätzlich
ergaben Altuccis Untersuchungen der Kinaseaktivität von CDK 4, 5 und 6 einen
zeitabhängigen Anstieg nach 17ß Östradiolbehandlung. CDK 4 ist der am besten
charakterisierte Partner von cylin D1 und wurde zwischen 10 und 25 Stunden nach
Behandlung um das Dreifache stimuliert.
Die Untersuchung der östrogeninduzierten Proliferation von MCF- 7 Brustkrebszellen von
Prall et al. (1997) veranschaulicht den Zusammenhang zwischen dem Anstieg der CDK4
Aktivität, der cyclin D1 mRNA und des Cyclin D1 Proteins zwei bis sechs Stunden nach der
17ß Östradiolbehandlung und vor dem Eintitt der Zellen in die S- Phase. Zeitgleich mit dem
Anstieg der CDK4 und und des cyclin D1 Proteins war in seinen Untersuchungen auch ein
Anstieg der hyperphosphorylierten Form des Retinoblastoma Proteins und 12 Stunden nach
der Behandlung, ein Anstieg der CDK2 Aktivität zu verzeichnen.
Watts et al. (1995) konnten an MCF- 7 Brustkrebszellen eindeutig den antiproliferativen
Effekt von ZM 182.780 demonstrieren, der mit einer Reduktion von cyclin D1 mRNA und
Cyclin D1 Protein zwei Stunden nach der Behandlung, einem Anstieg der
hypophosphorylierten Form des Retinoblastoma Proteins vier bis sechs Stunden nach der
Behandlung und einer reduzierten CDK2 Cyclinkinaseaktivität einherging.
Auch Zhang et al. (1998) konnten mit ihren Untersuchungen der cyclin D1 mRNA von Zellen
des Endometriums der ovariektomierten Ratte einen zeitabhängigen Anstieg nach
Einmalbehandlung mit 0,2 µg 17ß Östradiol bestätigen. Die cyclin D1 mRNA wurde deutlich
8 Stunden nach Behandlung in den Epithelzellen des Endometriums exprimiert.
Die zyklische Induktion der cyclin D1 mRNA der in dieser Arbeit vorgestellten
Untersuchungen kann als wiederholter Eintritt der Zellen in den Zellzyklus interpretiert
werden. Zeitlich erscheint nach 17ß Östradiolbehandlung die erste Induktion der cyclin D1
mRNA (fünf und acht Stunden p.i.) nach der Induktion der v-fos mRNA (zwei und fünf
Stunden p.i., siehe Abb. 19) und vor dem deutlichen Anstieg der Epithelhöhe 24 Stunden p.i.
(siehe Abb. 11). Da c-fos und c-jun den Eintritt der Zellen in den Zellzyklus signalisieren
(G0→ G1) und cyclin D1 in der G1- Phase vor Beginn der DNA- Synthese in der S- Phase,
die zeitlich mit dem massiven Anstieg der PCNA Immunoreaktivität im luminalen Epithel 24
V Diskussion 109
Stunden p.i. korreliert (siehe Tabelle 10 und 11), ansteigt, kann die zyklische Induktion
jeweils als Indikator einer neuen G1- Phase der proliferierenden Epithelzellen angesehen
werden.
Tamoxifen bewirkt eine lange andauernde Erhöhung der cyclin D1 mRNA Spiegel zwischen
fünf und 48 Stunden p.i.. Da Tamoxifen eine lang andauernde v-fos Induktion (siehe Tabelle
3) bewirkt und auch die Epithelhöhe erst 36 Stunden p.i. (siehe Abb. 12) ansteigt, könnten
diese zeitlich lang erhöhten cyclin D1 Spiegel ein Indiz für eine verlängerte G1- Phase
darstellen, bevor die Zellen in die S- Phase übertreten können. Die kurze Halbwertszeit der
G1- Cycline von ca. 30 Minuten, unterstützen die Hypothese einer verlängerten G1- Phase.
Die hier vorgestellten Untersuchungen stehen im Gegensatz zu Tamoxifenuntersuchungen am
Uterus der immaturen Maus (Geum et al., 1997). 17ß Östradiol bewirkte in der Maus eine
cyclin D1 mRNA Induktion sechs Stunden p.i und eine Induktion der c-fos mRNA eine
Stunde p.i.. Tamoxifen dagegen, welches als Östrogenagonist auf den Uterus der Maus wirkt,
induzierte in diesen Mausstudien keine wesentliche cyclin D1 mRNA Expression. Tamoxifen
hat nicht nur in Abhängigkeit vom hormonalen Umfeld sowohl östrogenagonistische, als auch
östrogenantagonistisch Wirkungen, sondern wirkt auch in den unterschiedlichen Nagern
sowohl als Östrogenagonist oder Östrogenantagonist. In der Maus ist Tamoxifen überwiegend
östrogenagonistisch wirksam und in der Ratte sowohl östrogenagonistisch als auch –
antagonistisch (Harper und Walpole, 1967; Terenius, 1971).
Wie schon erwähnt, kann die lange Halbwertszeit von Tamoxifen verantwortlich für die
zeitlich verzögerte proliferative Antwort des Endometriums bei Tamoxifen im Vergleich zu
17ß Östradiol sein. Das reine, steroidale Antiöstrogen ZM 182.780 bewirkte an MCF-7
Brustkrebszellen einen Abfall der cyclin D1 mRNA und eine reduzierte Expression des
Cyclin D1 Proteins um 50 % sechs Stunden nach der Behandlung, was mit einem Stop in der
G1- Phase durch das Antiöstrogen erklärt wurde (Watts et al., 1995).
Die Induktion der cyclin D1 mRNA im Rattenuterus durch Raloxifen mit einer 4,3fachen
Expression acht Stunden p.i. im Vergleich zur Kontrolle zeigt, daß durch die
Einmalapplikation von Raloxifen die Proliferation im Uterus angeregt wird. Untermauert wird
diese Feststellung, durch den deutlichen Anstieg des Relativen Uterusfeuchtgewichts acht
Stunden p.i. (siehe Abb. 8b) und auch der Epithelhöhe 36 und 48 Stunden p.i. (siehe Abb.
12b) nach Raloxifenbehandlung.
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Inwieweit die Überexpression der cyclin D1 mRNA nach der Raloxifenbehandlung 24
Stunden p.i. von Bedeutung ist, bleibt offen. Zur Klärung dieser Beobachtung müßten
weiterführende Untersuchungen zum Nachweis des Proteins und Northern Blot Analysen des
Epithelgewebes des Lumens durchgeführt werden. Zusätzlich zu den vorgeschlagenen
Untersuchungen wäre es von Interesse, das Verhalten der cyclinabhängigen Kinase CDK4
(Partner von cyclin D1) und des Retinoblastoma Proteins zu untersuchen.
5.2.4.2 Nach der Mehrfachbehandlung
Die Ergebnisse der Cyclin D1 mRNA Expression nach Mehrfachbehandlung zeigen, daß nur
17ß Östradiol die cyclin D1 mRNA im Rattenuterus induziert und sich einige Uteruszellen im
Zellzyklus in der G1- Phase befinden. Im Gegensatz dazu führt die Tamoxifen- und die
Raloxifenbehandlung nach zwei Wochen zu keiner cyclin D1 mRNA Induktion. Offenbar
werden durch die Mehrfachbehandlungen mit Tamoxifen und Raloxifen die Uteruszellen
nicht mehr zur Expression der cyclin D1 mRNA induziert. Nach der Einmalbehandlung wird
sowohl durch Tamoxifen, als auch besonders deutlich durch Raloxifen die cyclinD1 mRNA
exprimiert, was zeigt, daß im Rattenuterus Zellen nachgewiesen werden können, die am
Übergang von der G1- zur S- Phase stehen. Wie schon diskutiert lassen die Northern
Hybridisierungen von Uterusgewebehomogenaten keinen Rückschluß auf die
Gewebezugehörigkeit dieser Zellen zu. Inwieweit die cyclin D1 mRNA Expression im Uterus
der ovariektomierten Ratte durch eine Mehrfachbehandlung von Östrogenagonisten und -
antagonisten beeinflußt wird, ist kaum untersucht und kann daher nicht mit Literaturdaten
verglichen werden. Cyclin D1 wird als Marker für den Übergang der Zellen von der G1- zur
S- Phase verwendet. Dementsprechend ist die fehlende Induktion der cyclin D1 mRNA nach
Mehrfachbehandlung mit den beiden SERMs ein deutlicher Hinweis dafür, daß keine
Uteruszellen am Übergang von der G1- zur S- Phase nachweisbar sind und somit keine
Proliferation nach Mehrfachbehandlung mehr stattfindet. Für Tamoxifen und auch für
Raloxifen könnte dieses Ergebnis bedeuten, daß sich die Uteruszellen entweder vermehrt
differenzieren, statt zu proliferieren oder daß sich die Uteruszellen im Zellzyklus in einem
Ruhezustand befinden. Bei Raloxifen sprechen die Ergebnisse des fehlenden
Uterusgewichtsanstieg und der unveränderten Epithelhöhe nach der Mehrfachbehandlung für
ruhende Uteruszellen. Bei Tamoxifen spricht die deutliche Zunahme der Epithelhöhe nach
Mehrfachbehandlung nicht für ruhende Endometriumzellen, sonder vielmehr ist sie
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zusammen mit dem fehlenden Nachweis der cyclinD1 mRNA ein Indiz für eine vermehrte
Differenzierung.
5.2.5 Auswirkung der Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen auf den Proliferationsmarker PCNA
5.2.5.1 Nach der Einmalbehandlung
Die Ergebnisse des Proliferationsmarkers PCNA der einmalig mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol behandelten Gruppen (siehe Abb. 30) zeigen 24 Stunden nach der Applikation einen
deutlichen Anstieg des Proliferationsindex im Lumenepithel. Auch 36 - 72 Stunden p.i. sind
die Werte des Proliferationsindex größer als die der Kontrollgruppe (siehe Tabelle 10). In den
Drüsen ist 24 Stunden nach der Applikation ebenfalls ein deutlicher Anstieg des Proliferation
zu verzeichnen, der bis zum Zeitpunkt 96 Stunden p.i. anhält und 60 und 72 Stunden p.i.
sogar noch deutlich ansteigt (siehe Tabelle 11).
Insgesamt unterscheidet sich die proliferative Antwort des endometrialen Epithels im Lumen
von dem der Drüsen. Im Lumen ist die Antwort 24 Stunden p.i. deutlich, schwächt sich im
weiteren zeitlichen Verlauf aber ab. In den Drüsen setzt die Proliferation später ein und hält
lange an. So ist PCNA im Zeitraum 24 - 96 Stunden p.i. deutlich stärker als in der
Kontrollgruppe nachweisbar mit den höchsten Werten 60 und 72 Stunden p.i.. Bezogen auf
die Intensität ist die PCNA Färbung bei den Vehikeltieren im Drüsenepithel deutlicher als im
Epithelgewebe des Lumens (siehe Abb. 30).
Die immunhistochemisch nachweisbar deutliche PCNA Expression nach 17ß Östradiol-
behandlung im Epithelgewebe wird in Arbeiten von Gunin et al. (1997, 1998) zur
Untersuchung des Einflusses von humanem Wachstumshormon, Heparin und Glukokortikoid
auf die 17ß Östradiol induzierte Proliferation des Uterus der ovariektomierten Ratte
herangezogen. Eine der Kontrollgruppen wurde in jedem der Versuche einmalig mit Östradiol
intramuskulär (Östradioldiproprionat 10 µg pro Tier, bzw. 50 µg/kg Körpergewicht)
behandelt und die Tiere 24, 36 und 48 Stunden p.i. getötet. In allen drei Arbeiten konnte er
einen Anstieg der Proliferationsindizes (Lumen und Drüsen) im Vergleich zur Vehikelgruppe
im Zeitraum von 24 - 48 Stunden p.i. nachweisen. Im zeitlichen Verlauf konnte er 1997
(Wachstumshormon) einen früheren Maximalwert im endometrialen Drüsenepithel als im
Lumenepithel der östrogenbehandelten Tiere verzeichnen. In den anderen beiden Arbeiten
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reagierten die Endometriumzellen im Lumen- und Drüsenepithel zeitgleich bezogen auf die
immunhistochemisch nachweisbare PCNA Expression. Einheitlich ist das Ergebnis aller
Arbeiten in Bezug auf den prozentual höheren Anteil PCNA positiver Endometriumzellen im
Lumen-, als im Drüsenepithel.
Im Gegensatz zu diesen Literaturdaten, ergibt die Einmalbehandlung mit 5 µg/kg
Körpergewicht 17ß Östradiol dieser Arbeit einen höheren Proliferationsindex für das
endometriale Drüsenepithel im Vergleich zum luminalen Endometriumepithel und auch eine
zeitlich deutlich verzögerte Antwort des endometrialen Drüsenepithels.
Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse für den Proliferationsindex des luminalen
Endometriumepithels nach der Einmalbehandlung mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen
zeigen 2 - 8 und 48 Stunden p.i. und nach der Einmalbehandlung mit 0,3 mg/kg
Körpergewicht Raloxifen 5 - 96 Stunden p.i. deutlich höhere Werte im Vergleich zur
Vehikelgruppe, liegen jedoch unterhalb des Niveaus der maximalen Werte nach der 17ß
Östradiolbehandlung (siehe Tabelle 10).
Die Werte des Proliferationsindex des endometrialen Drüsenepithels sind nach
Einmalapplikation der beiden SERMs 2 - 48 Stunden (Tamoxifen), bzw. 2 - 72 Stunden
(Raloxifen) p.i. deutlich höher als die der Vehikelgruppe und bewegen sich bis auf die
Spitzenwerte 60 und 72 Stunden p.i in einem vergleichbaren Bereich wie nach der 17ß
Östradiolapplikation (siehe Tabelle 11).
Die hier dargestellten Ergebnisse belegen eine proliferative Aktivität der endometrialen
Epithelzellen im Lumen und in den Drüsen nach Behandlung mit Tamoxifen und Raloxifen.
Der Unterschied zwischen Lumen und Drüsen ist nach der Einmalbehandlung mit den beiden
SERMs weniger ausgeprägt, als nach der Einmalapplikation von 17ß Östradiol. Es sind keine
vergleichbaren Ergebnisse von PCNA Untersuchungen im endometrialen Lumen- und
Drüsenepithel ovariektomierter Ratten nach Einmalbehandlung mit Tamoxifen und Raloxifen
in der Literatur bekannt.
Beim Vergleich der beiden SERMs erscheint die Wirkung von Tamoxifen auf die
Epithelzellen des Lumens stärker, als die von Raloxifen. Umgekehrt erscheint die Wirkung
von Raloxifen auf die Epithelzellen der Drüsen stärker, als die von Tamoxifen. Diese
Unterschiede sind jedoch nur graduell zwischen den Maximalwerten ausgeprägt.
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5.2.5.2 Nach der Mehrfachbehandllung
Die Ergebnisse der 14 Tage langen, täglichen Behandlung mit 5 µg/kg Körpergewicht 17ß
Östradiol, 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen und 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen
veranschaulichen, daß nur in der 17ß Östradiolgruppe 24 Stunden p.i. ein deutlicher Nachweis
von PCNA in den endometrialen Epithelzellen des Lumens gelingt. Verglichen mit der
Proliferation nach Einmalbehandlung 24 Stunden p.i., ist die Intensität der Färbung nach der
Mehrfachbehandlung 24 Stunden p.i. schwächer.
Der zeitlich unterschiedliche Verlauf zwischen dem Proliferationsverhalten des endometrialen
Epithelgewebes von Lumen und Drüsen (Lumen- früher als das Drüsenepithel), wird nach der
Mehrfachbehandlung durch die Ergebnisse des immunhistochemischen Nachweises von
PCNA in Abb. 32 deutlich.
Eine deutliche Färbung in den endometrialen Epithelzellen der Drüsen mit einer Intensität von
mittel bis stark, ist in den 17ß Östradiolgruppen 8 - 48 Stunden p.i., in den Tamoxifenguppen
24 und 48 Stunden p.i. und in den Raloxifengruppen 5 - 24 Stunden p.i. nachweisbar. Auch in
der Vehikelgruppe ist die Färbung in den Drüsenepithelzellen vergleichsweise stärker als im
Epithelgewebe des Lumens.
Dieses Ergebnis wird von den Untersuchungsresultaten von Rumpel et al. (1995) nach
dreiwöchiger subkutaner Applikation von täglich 10 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen bei
maturen Ratten bestätigt. Ihre Ergebnisse belegen nach dreiwöchiger Behandlung eine
deutliche Reduzierung des PCNA Index im Lumen und einen Anstieg des PCNA Index der
Drüsen im Vergleich zu den ovariektomierten Tieren ohne Behandlung. Zusätzlich konnten
sie im endometrialen Lumenepithel keine Mitosen, in den Drüsen jedoch mehr Mitosen, als in
den ovariektomierten Tieren nachweisen.
In Untersuchungen mit unterschiedlichen Dosen von Tamoxifen und Toremifen an weiblichen
maturen Ratten zweier unterschiedlicher Zuchtlinien (Sprague- Dawley und Fischer 344),
konnten Karlsson et al. (1998) nach einer zweiwöchigen Behandlungsperiode, vergleichbare
PCNA Indizes im endometrialen Epithel der Drüsen in den 40 mg Tamoxifengruppen wie in
der Kontrollgruppe, die aus intakten weiblichen Ratten bestand, feststellen. Nach der
zwölfwöchigen Behandlungsperiode mit Tamoxifen und Toremifen waren im Endometrium
keine Drüsen mehr vorhanden. Im endometrialen Epithelgewebe der Lumina konnten
Karlsson et al. eine deutlich reduzierte PCNA Markierung nach der zweiwöchigen und
zwölfwöchigen Behandlung mit 40 mg Tamoxifen feststellen.
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Aus den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen des Proliferationsmarkers PCNA können
folgende Schlußfolgerungen gezogen werden: Die Proliferation des Ratten-
endometriumepithels der ovariektomierten Ratte wird entscheidend durch die Dauer der
Behandlung mit 17ß Östradiol und den SERMs beeinflußt. In allen Behandlungsgruppen ist
die PCNA Immunreaktivität nach der Mehrfachbehandlung geringer als nach der
Einmalbehandlung. Offensichtlich wird mit zunehmender endometrialer
Epitheldifferenzierung, welche sich z.B. in einem Anstieg der Epithelhöhe manifestiert, die
PCNA Immunoreaktivität reduziert und geht in voll differenzierten Zellen ganz verloren (Hall
et al., 1990).
Neben dem Faktor Behandlungsdauer wird auch deutlich, daß die Proliferation der
endometrialen Epithelzellen von Lumen und Drüsen unterschiedlich beeinflußt wird. Das
Epithelgewebe der Drüsen zeichnet sich im Vergleich zum Lumen bei 17ß Östradiol,
Tamoxifen und Raloxifen durch eine stärkere und länger nachweisbare PCNA
Immunoreaktivität nach Einmalbehandlung als nach Mehrfachbehandlung aus. Im Gegensatz
zum endometrialen Drüsenepithel, ist im Epithelgewebe des Lumens nach der
Mehrfachbehandlung mit Tamoxifen und Raloxifen keine PCNA Immunoreaktivität
nachweisbar und auch in der 17ß Östradiolgruppe ist die Intensität vergleichsweise geringer,
was für eine stärkere Differenzierung der Epithelzellen im Lumen spricht.
Dieses Ergebnis läßt vermuten, daß die Interaktion der beiden SERMs Tamoxifen und
Raloxifen mit dem Östrogenrezeptor, der einerseits die Reaktion der Drüsenepithels und
andererseits die Reaktion der Epithelzellen des Lumens induziert, nach der
Mehrfachbehandlung einem unterschiedlichen Wirkmechanismus unterliegt. Der
Östrogenrezeptor ist im Rattenuterus in allen Gewebekompartimenten (Epithelgewebe,
Stroma und Myometrium) lokalisiert. Nephew et al. (2000) konnten durch
immunhistochemische Untersuchungen zeigen, daß 3 und 6 Stunden nach einer einmaligen
subkutanen Injektion von 4 µg/kg Körpergewicht 17ß Östradiol bei erwachsenen,
ovariektomierten Ratten weniger Östrogenrezeptor (ERα) Protein im luminalen
Endometriumepithel exprimiert wird als in der ovariektomierten Vehikelgruppe (Lumen- und
Drüsenepithel). Demgegenüber konnte 3 und 6 Stunden p.i. vermehrt ERα Protein im
periluminalen, stromalen Gewebe nachgewiesen werden. 24 Stunden nach der 17ß
Östradiolapplikation war das Ergebnis vergleichbar mit dem der Vehikelgruppe mit
überwiegend positiv gefärbten Zellen im luminalen Epithelgewebe. Diese Ergebnisse
unterstützen die Hypothese, daß die 17ß Östradiol induzierte, proliferative Antwort des
luminalen Endometriums durch den stromalen ERα vermittelt wird (Cooke et al. 1997/1998).
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Cooke et al. (1997/1998) favorisieren folgendes Model zur Erklärung der 17ß Östradiol
induzierten endometrialen Proliferation des Uterusepithels: 17ß Östradiol bindet an den
stromalen/ mesenchymalen Östrogenrezeptor im Uterus und triggert die Produktion
parakriner Faktoren, die wiederum ihrerseits das endometriale Uterusepithel mitogen
stimulieren. Möglicherweise bestehen Unterschiede zwischen der Interaktion von 17ß
Östradiol mit dem stromalen Östrogenrezeptor und der hierdurch induzierten Proliferation des
endometrialen Lumenepithels durch parakrine Signale zum Wirkmechanismus des durch 17ß
Östradiol gebundenen stromalen Östrogenrezeptors auf das endometriale Drüsenepithel.
Unterstützt wird diese Annahme durch das Ergebnis, daß bei Ratten nach Langzeitbehandlung
mit Tamoxifen in den Drüsen, nicht aber im Lumen metaplastische Zellveränderungen mit
squamösem Epithelgewebe beobachtet und als östrogene Wirkung von Tamoxifen
interpretiert wurden (Rumpel et al., 1993).
Es ist bekannt, daß die Wirkung von Tamoxifen auf die Proliferation des Rattenendo-
metriums abhängig ist von der Anwesenheit endogenen oder exogenen Östrogens. In
ovariektomierten Ratten ruft Tamoxifen östrogenähnliche Veränderungen, wie z.B. den
Anstieg des Uterusgewichts und des DNA Gehalts (Dix und Jordan, 1980; Holinka et al.,
1981) hervor. Das Ergebnis der Einmalbehandlung mit Tamoxifen mit einer deutlichen PCNA
Immunoreaktivität des Endometriumepithels bei 17ß Östradiol deprivierten Ratten in dieser
Arbeit unterstreicht dieses Resultat. Im Gegensatz hierzu antagonisiert Tamoxifen den 17ß
Östradiol induzierten Anstieg des Uterusgewichts (Jordan et al., 1981). Unter
Berücksichtigung der Ergebnisse der Mehrfachbehandlung, scheint die Wirkung von
Tamoxifen auf den Östrogenrezeptor aber abhängig zu sein von einer Reihe von Faktoren, die
zum derzeitigen Zeitpunkt nicht bekannt sind. Zu diesen Faktoren zählen das hormonale
Milieu, insbesondere der 17ß Östradiolspiegel im Serum, Veränderungen des
Östrogenrezeptorgehaltes in unterschiedlichen Zellkompartimenten und möglicherweise
unterschiedliche Signalwege und -mediatoren nach der Interaktion von Östrogenrezeptor und
Ligandem bei der Mehrfachbehandlung im Vergleich zu einer Einmalapplikation.
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5.2.6 Auswirkung der Behandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und
Raloxifen auf cdc2 (G2→ M)
5.2.6.1 Nach der Einmalbehandlung
Die immunhistochemische Färbung in Abb. 36 mit dem monoklonalen cdc2 p34 Antikörper
aus der Maus zeigt nach 17ß Östradiolbehandlung, daß 24 Stunden p.i. das Protein in den
Epithelzellen des Lumens und der Drüsen exprimiert wird. Dieses Ergebnis spricht dafür, daß
die Epithelzellen im Lumen und in den Drüsen nach 24 Stunden Mitosen aufweisen.
Auch nach Tamoxifen- und Raloxifenbehandlung wird cdc2 p34 detektiert (siehe Abb. 36).
Die Einmalapplikation von 1mg/kg Körpergewicht Tamoxifen bewirkt, daß die endometrialen
Epithelzellen der Drüsen und auch einige wenige Epithelzellen im Lumen nach 48 Stunden
mit der Mitose beginnen. Auch 48 Stunden nach der Raloxifenapplikation beginnen einzelne
Epithelzellen mit der Mitose.
Interessant sind auch hier die Unterschiede in der Reaktion der endometrialen Epithelzellen
des Lumens und der Drüsen. Nach 17ß Östradiolbehandlung reagieren die endometrialen
Lumen- und Drüsenepithelzellen mit dem Antikörper und signalisieren den Übergang von der
G2- zur S- Phase. Die Färbung ist nach 36 und 48 Stunden im Lumenepithel schon
abgeschwächt im Gegensatz zu den Epithelzellen der Drüsen. Das Epithelgewebe im Lumen
scheint sensibler zu reagieren. Das Drüsenepithel dagegen scheint träger zu reagieren. Auch
nach Tamoxifenapplikation ist die Reaktion im Drüsenepithel ausgeprägter als im Epithel des
Lumens. Nur die Raloxifenbehandlung bewirkt eine ähnlich starke Reaktion im
Epithelgewebe der Drüsen und des Lumens.
Mit der ECL Western Blot Methode wiesen Yang, Marshall und Koide (1998) cdc2 p34 nach
vier Tage langer subkutaner Behandlung mit 1 µg 17 ß Östradiol pro Tier in
Uterusgewebeextrakten der ovariektomierten Ratte nach. Im Gegensatz dazu konnten sie nach
viertägiger Behandlung mit dem reinen Antiöstrogen ZM 182.780 das Protein nicht
detektieren.
Auch im Endometrium von Frauen konnten Shiozawa et al. (1996) durch immunhisto-
chemische Untersuchungen die höchste Rate positiv gefärbter Zellen mit dem cdc2-
Antikörper während der proliferativen 17ß Östradiol dominierten Phase des
Menstruationszyklus detektieren.
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5.2.6.2 Nach der Mehrfachbehandlung
Die Ergebnisse von Tabelle 13 zeigen, daß die Epithelzellen der 14 Tage mit 17ß Östradiol
behandelten Tiere von der G2- in die M- Phase eintreten. Zeitlich erscheint der Beginn der
Mitose acht Stunden nach der letzten Behandlung.
Wiederum scheint das Epithelgewebe im Lumen etwas früher als das endometriale
Drüsenepithel zu reagieren, denn nach 48 Stunden p.i. ist das Protein im Epithelgewebe des
Lumens nicht mehr nachweisbar. Die Einfach- und die Mehrfachbehandlung mit 17ß
Östradiol induzieren im Endometrium Mitosen, wobei deutliche Unterschiede im zeitlichen
Auftreten (das Lumen- reagiert früher als das Drüsenepithel) und der Intensität der Reaktion
zwischen dem Lumen- und dem Drüsenepithel bestehen.
Sowohl durch die 14 Tage lange Behandlung mit 1 mg/kg Körpergewicht Tamoxifen, als
auch mit 0,3 mg/kg Körpergewicht Raloxifen ist in diesen Untersuchungen im Endometrium
der ovariektomierten Ratte, der Marker für den Beginn der Mitose nicht nachweisbar. Dieses
Ergebnis bedeutet, daß die Mehrfachbehandlung mit den SERMs keine mitotische Aktivität
im Rattenendometrium induziert. Für die Raloxifenbehandlung ist dieses Ergebnis konsistent
mit dem histologischen Bild des atrophischen, luminalen Endometriumepithels und im
Zellzyklus ruhenden Zellen. Dagegen bietet die Histologie des luminalen
Endometriumepithels der tamoxifenbehandelten Tiere ein sehr heterogenes, histologisches
Bild, das von einem hochaufgebautem, hyperproliferiertem Epithel bis zu einem teilweise fast
„nacktem“ endometrialen Stroma reicht. In bezug auf den Zellzyklus spricht dieses Ergebnis
für eine vermehrte Differenzierung des luminalen Endometriumepithels.
Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse deutlich grundsätzliche Unterschiede der
Mitoserate zwischen der Einfach- und Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol und den beiden
SERMs auf. Während durch 17ß Östradiol die Mitoserate nach der Mehrfachbehandlung im
Endometrium nicht deutlich abnimmt, sind nach der Mehrfachbehandlung mit den beiden
SERMs immunhistochemisch keine „Mitosen“ nachweisbar. Im histologischen Präparat
optisch erkennbare Mitosen wurden nicht beurteilt. Dieses Resultat stimmt mit der reduzierten
PCNA Immunoreaktivität des endometrialen Lumenepithels nach Mehrfachbehandlung mit
den SERMs überein. Das zeitlich verzögerte Auftreten des Cdc2 Proteins im endometrialen
Drüsenepithel gegenüber dem früheren Auftreten im endometrialen Lumenepithel nach
Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol unterstreicht die unterschiedliche Reaktion des
Lumen- und des Drüsenepithels auf den Östrogenstimulus. Die zeitlich später einsetzende und
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stärkere PCNA Immunoreaktivität im endometrialen Drüsen-, als im Lumenepithel nach
Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol unterstützt dieses Ergebnis.
Die Ursache für den Unterschied in der Wirkung der Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol
und mit den beiden SERMs Tamoxifen und Raloxifen im Vergleich zur jeweiligen
Einmalbehandlung, muß wie bereits schon diskutiert in einer entweder unterschiedlichen
Interaktion nach der Mehrfachstimulierung zwischen dem Östrogenrezeptor und dem
jeweiligen Liganden mit unterschiedlichen Signalwegen oder in einer veränderten
Rezeptorendichte durch diesen konstanten Stimulus liegen.
Für Tamoxifen könnten diese Ergebnisse auch bedeuten, daß die Mehrfachbehandlung
weniger die Proliferation als die Differenzierung der Endometriumzellen beeinflußt. Die
Mehrfachbehandlung mit Raloxifen hat weder auf die Proliferation, noch auf die
Differenzierung des Rattenendometriums eine signifikante Wirkung.
17ß Östradiol induziert nach Einmal- und abgeschwächt auch nach der Mehrfachbehandlung
bei der ovariektomierten Ratte die Proliferation des Endometriums.
5.3 Bedeutung der klinischen Ergebnisse für das
Tiermodell Ratte
Wie schon in der Einleitung erwähnt, wird für die Langzeitbehandlung von Tamoxifen von
Brustkrebspatientinnen immer wieder die proliferative Wirkung auf das Endometrium und das
damit verbundene Risiko, ein Endometriumkarzinom zu entwickeln diskutiert. Die Ergebnisse
von kontrollierten klinischen Studien und von Fall- Kontroll- Studien sind nicht einheitlich in
Bezug auf pathologische Veränderungen des Endometriums bei Brustkrebspatientinnen. Sie
sind abhängig von einer Reihe von Faktoren, wie z.B. der Studienpopulation (prä- und
postmenopausaler Status, symptomatisch/nicht symptomatisch, Hochrisikopatientinnen
ja/nein), dem untersuchten Zeitraum und damit der Dauer der Behandlung und dem
Behandlungsregime (Dosis). Während die bedeutendsten Fall- Kontroll- Studien insgesamt
ein erhöhtes Relatives Risiko für das Endometriumkarzinom bei Langzeitbehandlung mit
Tamoxifen belegen (Rutqvist et al., 1995; van Leuwen et al., 1994; Fornander et al.;1991),
unterscheiden sie sich jeoch in ihren Aussagen bezüglich der Abhängigkeit von der
Behandlungsdauer und der Dosis von Tamoxifen.
Als klinischer Endpunkt von kontrollierten, randomisierten Studien wird im allgemeinen mit
dem transvaginalen Ultraschall die Endometriumdicke gemessen und histopathologische
Veränderungen des Endometriums bewertet. Die Ergebnisse einer randomisierten Studie zur
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Prävention des Brustkrebses mit Tamoxifen von Kedar et al., 1994 ergeben für die
Tamoxifenbehandlung der postmenopausalen Frauen signifikante histologische
Veränderungen im Sinne eines abnormalen Endometriums (39 %) im Vergleich zu
placebobehandelten postmenopausalen Frauen (10 %). Zu den histologischen Veränderungen
nach der Tamoxifenbehandlung zählen atypische Hyperplasien, Polypen und eine gesteigerte
Proliferation des Endometriums. Das Epithel eines Polypen wurde histologisch als squamöses
Epithel bewertet. Frauen mit den oben erwähnten histologischen Veränderungen hatten
insgesamt eine dickeres Endometrium, wobei nicht zwischen Drüsenepithel und Endometrium
unterschieden wurde. Die Bewertung der Endometriumsdicke mit dem transvaginalen
Ultraschall wird als geeignete Screenigmethode empfohlen, um abzuschätzen wann eine
Endometriumsbiopsie erforderlich ist.
Die Tierdaten dieser Arbeit lassen nach der einmaligen Behandlung mit Tamoxifen eine
signifikante Zunahme der Epithelhöhe 60 - 96 Stunden nach der subkutanen
Einmalapplikation erkennen, die zwar zetilich später als nach der 17ß Östradiolbehandlung
einsetzt, dann jedoch wesentlich stärker ist. Im Vergleich zur Epithelhöhe ist die Proliferation
im Drüsen- und Lumenepithels nach der Einmalbehandlung mit Tamoxifen höher als die der
Kontrollgruppe. Diese gesteigerte Proliferation liegt auf der zeitlichen Achse zwischen fünf
und 48 Stunden nach der Applikation, d.h. sie tritt zeitlich vor der Zunahme der Epithelhöhe
auf. Der Unterschied zwischen den Kontrolltieren und den behandelten Tieren ist in Bezug
auf die Proliferation insgesamt weniger ausgeprägt als bei den Daten der Epithelhöhe. Nach
der 14 Tage langen Behandlung mit Tamoxifen ist eine gesteigerte proliferative Aktivität
vorwiegend in den Drüsen erkennbar. Die Messung der Epithelhöhe des luminalen
Endometriumepithels ist durch das teilweise abgeschilferte Epithelgewebe im Lumen (nacktes
Lumen) erschwert und die Auswertung der Epithelhöhe ergab keine eindeutige Aussage für
die Mehrfachbehandlung mit Tamoxifen. Im Gegensatz zu den klinischen Daten ist nicht zu
allen untersuchten Zeitpunkten nach der 14 tägigen Behandlung eine eindeutige Zunahme der
Epithelhöhe des luminalen Endometriums zu erkennen, wobei die Tendenz in Richtung
Zunahme der Epithelhöhe geht. Die Schlußfolgerung aus diesen Ergebnissen bedeutet, daß
die Bewertung der Epithelhöhe des luminalen Endometriumepithels als Parameter bei der
Ratte geeignet ist, um einen generellen Trend ableiten zu können. Für differenzierte Aussagen
muß jedoch die histopathologische Beurteilung des Endometriums in die Bewertung der
Epithelhöhe miteinbezogen werden.
Bei Untersuchungen des Einflusses von Raloxifen zur Prophylaxe der Osteoporose
postmenopausaler Frauen und auch seiner unmittelbaren Wirkung auf das Endometrium
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wurde in randomisierten klinischen Studien als Zielvariable ebenfalls die Endometriumsdicke
mit dem tranvaginalen Ultraschall gemessen und Endometriumsbiopsien für die histologische
Bewertung entnommen (Lufkin et al., 1998; Boss et al., 1997; Delmas et al., 1997). Das
einheitliche Ergebnis dieser klinischen Studien kann bei der Behandlung mit Raloxifen keine
endometriumstimulierende Wirkung nachweisen. Vergleicht man diese klinischen Daten mit
den Tierdaten der Mehrfachbehandlung dieser Arbeit, korrelieren die Ergebnisse für die
Epithelhöhe des luminalen Endometriumepithels miteinander.
Zusammenfassend ist zur Bewertung der Östrogenität von SERMs bei Langzeitbehandlung
bei der ovariektomierten Ratte die endometriale Epithelhöhe als Zielparameter geeignet, um
generelle Trends zu erkennen. Letztendlich kann aber nur die histopathologische Bewertung
des Endometriums eindeutigen Aufschluss geben.
Für klinische Fragestellungen wäre es wünschenswert, einen einfach anwendbaren,
hochspezifischen Parameter zur Beurteilung der uterusstimulierenden Wirkung von
Substanzen zu finden, der darüberhinaus schon frühzeitig auf Veränderungen hinweist, die
mit einer vermehrten Proliferation des Endometriums einhergehen.
5.4 Abschließende Überlegungen
In das Verständnis der Signaltransduktion des Östrogenrezeptors muß die Erkenntnis
miteinbezogen werden, daß es neben dem klassischen Östrogenrezeptor, dem ERα, einen
Östrogenrezeptor ß (ERß, Kuiper et al., 1996) gibt. Für die Betrachtung der Wirkung von
Östrogenen, Antiöstrogenen, bzw. der SERMs auf Gewebe des Reproduktionstrakts ist das
insofern von Bedeutung, da beide Subtypen im Rattenuterus nachgewiesen wurden (Saunders
et al., 1997; Hiroi et al., 1999), wobei im Verhältnis von ERα zu ERß der klassische
Östrogenrezeptor (ERα) quantitativ überwiegt.
Das Ergebnis von Untersuchungen an der ERKO Maus (estrogen receptor α knockout mouse)
bestätigt, daß die Wirkung von 17ß Östradiol und Tamoxifen durch den ERα vermittelt wird
(Korach, 1994). Für Raloxifen ist dieser Zusammenhang noch nicht geklärt.
Interessant sind die Ergebnisse von Buchanan et al. (1998) an der ERKO Maus und
Geweberekombinanten bei der Nacktmaus, welche belegen, daß für die 17ß Östradiol
induzierte Proliferation des Vaginalepithels der ERα des Stromas und für die Differenzierung
der ERα des Epithels notwendig ist.
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Neben diesen klassischen östrogenrezeptorvermittelten Wirkungen, den genomischen, spielen
auch die „nicht klassischen/ nicht genomischen“ Wirkungen der Steroidhormone eine
wichtige Rolle. Im Gegensatz zu den genomischen Wirkungen der Steroidhormone, gibt es
eine Reihe von Steroidwirkungen, die nicht durch das klassische Modell der Interaktion
zwischen dem Steroidhormon und der Zielzelle erklärt werden können. Die Charakteristika
dieser Wirkungen sind a) ihre Schnelligkeit (Sekunden bis Minuten), die nicht kompatibel mit
Veränderungen der mRNA und Proteinsynthese sind (Rambo und Szego, 1983), b) ihr
Vorkommen in hochspezialisierten Zellen, z.B. Spermatozoen, die ebenfalls nicht kompatibel
mit Veränderungen der mRNA und Proteinsynthese sind (Beck et al., 1976; Briggs, 1974) c),
daß sie durch Steroidhormone, die mit hochmolekularen Substanzen gekoppelt sind und die
daher die Zellmembran nicht passieren können, nicht induziert werden können (Review
Revelli et al., 1998), daß sie d) nicht durch Inhibitoren der mRNA und Proteinsynthese (Beck
et al., 1992; Morley et al., 1992) und e) durch Antagonisten des klassischen, genomischen
Rezeptors gehemmt werden können (Morley et al., 1992) und f) hochspezifisch für das
jeweilige Steroidhormon und seine Wirkungsstärke sind (Morley et al., 1992). Erklärt werden
diese Wirkungen durch signalinduzierende Rezeptoren an der Zelloberfläche mit Ca2+ als
second messenger, dem PTK (Protein Thyrosine Kinase) System und dem GABAA- ähnlichen
Rezeptor/Cl- Kanal (Review Revelli et al., 1998).
Zu den nichtgenomischen Wirkungen der Östrogene im Endometrium zählen funktionelle
Veränderungen, z.B. die Ca2+ Aufnahme in die Endometriumzellen und morphologische
Veränderungen im Endometrium von ovariektomierten Ratten schon eine Minute nach
intravenöser Injektion von 17ß Östradiol. Es gibt auch zahlreiche Untersuchungen solcher
schneller, nichtgenomischer Wirkungen von 17ß Östradiol an Geweben von Nagern, die nicht
zu den klassischen Östrogenrezeptorzielorganen, bzw. -geweben gehören, wo die Wirkung
jedoch spezifisch für 17ß Östradiol ist und durch Aktivierung von cAMP- oder cGMP-
abhängigen Proteinkinasen und [Ca2+]i vermittelt wird (Doolan et al., 2000; Ropero et al.,
1999).
Zwischen den genomischen und nicht genomischen Wirkungen der Steroidhormone, besteht
in manchen Zellverbänden, so auch in Uteruszellen, ein „Cross-talk“ durch Interaktion
zwischen den steroiderezeptiven Genen und dem cAMP System.
Für die Betrachtung und Bewertung der Wirkung von SERMs in Uteruszellen, sind deshalb
neben dem klassischen Östrogenrezeptor- Modell, diese nicht genomischen Signalwege von
Bedeutung und in weitere Untersuchungen der Wirkungsweise der SERMs miteinzubeziehen.
Diese „nicht genomische“ Signaltransduktion erklärt möglicherweise auch die
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unterschiedliche und manchmal gegensätzliche Wirkung der SERMs und das Auftreten von
biphasischen Verläufen.
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6 Zusammenfassung
Selektive Östrogen- Rezeptor Modulatoren (SERMs) sind eine Klasse neuer therapeutischer
Substanzen, die bereits zur Behandlung des Brustkrebses und zur Prävention atraumatischer
Wirbelbrüche bei erhöhtem Osteoporoserisiko zugelassen sind oder sich teilweise noch in der
Arzneimittelentwicklung befinden. Das optimale pharmakologische Profil eines SERMs sollte
sowohl östrogenagonistische Eigenschaften auf den Knochen- und Lipidstoffwechsel und
östrogenantagonistische Eigenschaften auf Brustdrüse und Uterus aufweisen. Tamoxifen und
Raloxifen sind bereits zugelassene SERMs, die sich jedoch hinisichtlich ihrer Wirkung auf
den Uterus unterscheiden. In tierexperimentellen Untersuchungen und klinischen Studien hat
Tamoxifen am Uterus ein östrogenagonistisches, Raloxifen dagegen ein
östrogenanatagonistisches Potential. Für Tamoxifen, welches in der Therapie des
Brustkrebses als Langzeittherapeutikum eingesetzt wird, gibt es ein erhöhtes Risiko ein
Endometriumkarzinom zu entwickeln. Aber auch unter Raloxifen läßt sich eine endometriale
Stimulation nicht ausräumen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war es anhand verschiedener Parameter den Einfluß der beiden
SERMs Tamoxifen und Raloxifen auf zeitliche Veränderungen des endometrialen Epithels
der ovariektomierten Ratte im Vergleich zu 17ß Östradiol nach einer subkutanen
Einmalapplikation und nach einer 14 Tage langen subkutanen Behandlung zu untersuchen
und Unterschiede zwischen Einfach- und Mehrfachapplikation herauszuarbeiten.
17ß Östradiol stimuliert beim Nager und Primaten die Proliferation des Endometriums,
welche die Voraussetzung für eine normale Zelldifferenzierung und sekretorische Aktivität
des Endometriums ist. In der vorliegenden Arbeit wurden zunächst als Parameter für die
östrogene Wirkung das Relative Uterusfeuchtgewicht und die endometriale Epithelhöhe
ausgewählt. Das Uterusfeuchtgewicht wurde nach der Autopsie und Präparation der
Uterushörner an einem Horn bestimmt und ins Verhältnis zu 100 g Körpergewicht gesetzt.
Die Epithelhöhe wurde an Hämatoxylin- Eosin- gefärbten Paraffinquerschnitten im
Mikroskop gemessen.
Weiterhin wurden zur Definition von östrogener Wirkung Zellzyklusparameter gemessen. Der
Zellzyklus unterteilt sich in verschiedene Phasen, die G1-, S-, G2- und M- Phase. Als Marker
für wichtige Punkte im Zellzyklus wurden für den Übergang von der G0- zur G1- Phase die
Protoonkogene fos und jun, für den Übergang von der G1- zur S-Phase Cyclin D1, für die
Proliferationsphase PCNA und für den Eintritt in die Mitose cdc2 eingesetzt. Diese Marker
wurden entweder immunhistochemisch an Paraffinschnitten im Rattenendometrium durch
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spezifische Antikörper nachgewiesen (c-fos, PCNA, cdc2) oder die mRNA des gesamten
Rattenuterus wurde bestimmt (v-fos-, c-jun-, cyclin-D1 mRNA). Zusätzlich wurde bei den
östrogenbehandelten Tieren die 17ß Östradiol Serumwerte mit dem Radioimmunassay
bestimmt.
Die Daten des Relativen Uterusfeuchtgewichts und der endometrialen Epithelhöhe zeigen
nach der Einmalbehandlung mit 17ß Östradiol und Tamoxifen einen zwar zeitlich und
qualitativ unterschiedlichen, insgesamt aber deutlichen Anstieg. Auch Raloxifen bewirkt nach
Einmalbehandlung eine signifikante Zunahme des Uterusfeuchtgewichts. Nach der
Mehrfachbehandlung bewirkt nur 17ß Östradiol eine deutliche Zunahme des
Uterusfeuchtgewichts, der Epithelhöhe und -länge. Tamoxifen beeinflußt nach der
Mehrfachbehandlung nur noch die Epithelhöhe signifikant und Raloxifen hat nach der 14
Tage langen Behandlung keinen Einfluß auf die beiden Parameter Relatives
Uterusfeuchtgewicht und die endometriale Epithelhöhe.
Nach der Einfachapplikation von 17ß Östradiol kann die v-fos und die c-jun mRNA deutlich
im Rattenuterus nachgewiesen werden, was sich nur für den c-fos Antikörper
immunhistochemisch im Endometrium verifizieren läßt. Für Tamoxifen und Raloxifen kann
nach der Einmalbehandlung eine deutliche Expression der v-fos mRNA gemessen werden,
jedoch ist der c-fos Antikörper immunhistochemisch im Endometrium nicht nachweisbar. Ein
deutlicher Nachweis der cyclin D1 mRNA nach der Einmalbehandlung kann nur bei den 17ß
Östradiol behandelten Tieren geführt werden.
Nach der Mehrfachapplikation ist nur bei den 17ß Östradiol behandelten Tieren eine deutliche
Expression der v-fos und c-jun mRNA im Rattenuterus nachweisbar. Im Endometrium dieser
Behandlungsgruppe kann zu den untersuchten Zeitpunkten immunhistochemisch jedoch kein
c-fos Antikörper nachgewiesen werden. Die cyclin D1 mRNA kann nach der
Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol nachgewiesen werden. Diese Expression ist im
Vergleich zur Einmalbehandlung deutlich schwächer.
Immunhistochemisch kann PCNA nach der subkutanen Einmalbehandlung und
Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol, Tamoxifen und Raloxifen sowohl im luminalen
Endometriumepithel als auch im Drüsenpithel nachgewiesen werden, wobei es hier
quantitative Unterschiede und Unterschiede zwischen luminalen Endometriumepithel und
Drüsenepithel gibt. Besonders die Mehrfachapplikation bewirkt in allen Behandlungsgruppen
eine proliferative Antwort in den Drüsen. Im Lumenepithel ist diese jedoch nur noch nach
17ß Östradiolbehandlung deutlich nachweisbar.
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Auch der cdc2 Antikörper kann nach Einfach- und Mehrfachbehandlung nur in der 17ß
Östradiolgruppe deutlich nachgewiesen werden, was für eine mitotische Aktivität des
Endometriums spricht. Diese kann nach der Mehrfachbehandlung mit den beiden SERMs mit
dem cdc2 Antikörper nicht eindeutig nachgewiesen werden.
Anhand der Daten dieser Arbeit können folgende Schlußfolgerungen gezogen werden:
Sowohl die Einmal- als auch die Mehrfachbehandlung mit 17ß Östradiol bewirkt eine
Zunahme des Relativen Uterusfeuchtgewichts und der Epithelhöhe, eine frühzeitige Induktion
der Protoonkogene im gesamten Uterus, eine proliferative Antwort und eine mitotoische
Aktivität des Endometriums. Jedoch bestehen zwischen den beiden Behandlungsregimen mit
17ß Östradiol quantitative Unterschiede.
Die Einmalbehandlung mit Tamoxifen bewirkt ebenfalls eine Zunahme des Relativen
Uterusfeuchtgewichts und der Epithelhöhe, eine frühzeitige Induktion der Protoonkogene im
gesamten Uterus, die sich jedoch immunhistochemisch nicht verifizieren läßt und sie bewirkt
eine proliferative Antwort des Endometriums. Nach der Mehrfachbehandlung mit Tamoxifen
sprechen die Ergebnisse der untersuchten Parameter nicht einheitlich für eine gesteigerte
Proliferation, sondern für eine stärkere Differenzierung des Endometriums.
Die Einmalbehandlung mit Raloxifen hat im Gegensatz zur Mehrfachbehandlung eine
epithelstimulierende Wirkung, was sich in der deutlichen Zunahme des Relativen
Uterusfeuchtgewichts, einer leichten Zunahme der Epithelhöhe und der gesteigerten PCNA
Immunoreaktivität des Endometriums nach der Einmalapplikation mit Raloxifen
wiederspiegelt.
Imsgesamt gibt es deutliche Unterschiede zwischen den Ergebnissen der 17ß Östradiol
Behandlung und der Behandlung mir den SERMS Tamoxifen und Raloxifen und zwischen
den beiden Behandlungsregimen.
Darüberhinaus bestehen Unterschiede in der proliferativen Reaktion des luminalen
Endometriumepithels und des Drüsenepithels, welche besonders nach der
Mehrfachbehandlung mit allen Testsubstanzen hervortreten.
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